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ти цу 


ВВБДЕНИЕ 


Морфологические методы исследования были и остают- 
ся основными в исследовании эмбрионального развития, и 
полученные с применением этих методов данные составля- 
ют основу эмбриологического знания 1). физиологические 
наблюдения, хотя и не являются редкостью в эмбриологи- 
ческой, литературе, встречаются менее часто. из ранних 
работ физиологического направления можно отметить ис- 
следования Ру ( пошх, 1905), Леба (1926), Светлова(1928), 
Дорфмана (1935). Среди физиологических исследований 
есть работы, в которых рассматриваются функции отдель- 
ных эмбриональных клеток и работы, исследующие функци- 
ональную организацию развивающегося зародыша в целом. 


1) С начала 20 века и особенно в последние десяти- 
летия большое распространение приобрели работы зичл. 
ненные на эмбриологических объектах, и сейчас объем би- 
охимических знаний об эмбриональном ыеН столь ве- 
лик, что биохимическая эмбриология вполне оформилась 
как НЫ ТТ) асль эмбриологии, имеющая свои 
методы и эедачи. огие из этих задач являются продол- 
хением идей биохимической генетики в приложении к эм- 
брионзльному развитию и могут быть решены только с по- 
мощью биохимических методов и на основе биохимических 
представлений . 


-2. 
Появление этих работ бьло вызвано развитием физиологии 
нервных и мышечных клеток и развитием системной физиоло- 
гии вврослого организма, так как для этих разделов физи- 
ологии представляют большой интерес данные о становлении 
функций высокоспециаливированньх клеток в ходе омбрио- 
нального развития и становлении системной регуляции В 
онтогенезе. В последнее время фактически произошло слия- 
ние общей физиологии клетки с биофизикой клетки, а во- 
просы деятельности организма как целого являются, в зна- 
чительной мере, объектом "биофизики процессов регуляции 
и управления в биологических системах" - как назван этот 
раздел биофизики в рубрикации выпуска "Биофизика" рефе- 
ративного журнала "Биология". Эта рубрикация предеставля- 
ет собой практическую классификацию тех проблем, решени- 
ем которых занимается сейчас биофизика, и отражает, в ос- 
новном, исследования, выполненные биофизическими метода- 
ми ва взрослом организме. Может быть, целесообразно про- 
вести сопоставление этих проблем с биофизическими рабо- 
тами, выполненными на эмбриональных объектах, Результа- 
ты такого сопоставления показывают степень охвата раз- 
личных биофизических проблем исследователями, работающи- 
ми с эмбриональными объектами (см. табл. 1). 


28-Е ав, 
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Таблица |». 


Биофизические исследования на 
эмбриональных объектах 


————————_———=—————ы————=—————=—————-—-- 


Классификация по 
Ра Био. 


Биофизика клетки 


Физико-химические и 
структу рчые свойства 
протоплазмы 


Процессы когезии и адге- 
зии клеток 


Поверхностные явления в 
клетках 


Электрокинетические свой- 
ства клеток 


Биологическая подвижность 
и сократимость 


Струк зические и 
ыы ГИ 
кращения в мышцах 


ках, ресшичках в |: по щез- 


движения протоплазмы 


Связь сократимости с фер- 
ментативными процессами _ 


4 сократительного 
процесса 


Модели сокращения 
Мемораниые и фазовые 
Состояние ионов и воды 


в клетке 

Осмос, д ия и актив 
ный перенос веществ че- 
рев биологические мембра- 


ПЕ 
Оле ические воотва 


семеро В 


Иримеры иекоторых иссле- 
дований, выполненных на 
эмбриональных объектах 


96 би (ль вы 
19 маи -- С Сары в, 1867) 


Митчисон, Суон ( маса вой, 
Зчапи, 1954) 
Успенская (1935) 


Гольтфретер ( Но1&Ггезег, 
1946) : 


Никольская (1966) 
Мэзия (1963) 


те Но] 
ыы р ( но1 тебе, 


Дик, ли ( Мек, Без, 1964) 
Дик, Ли ( ок, Ьеа, 1967) 


| Биоэлектрические явления 


Механизмы генерации био 
| потенциала 


| буждения 
Биофизика пбозелокии 
нервного импульса 


Биофизика действия иони- 


зирующих излучений и дру- 


гих физических факторов 
на клетку и ткань 


Биофизика процессов 
р ляции и управления 
ологических систе- 


ен © биологи. 
ческих процессов 


Те одинамика и 
гезичебкий баланс 
не: сиотемах 

о -— 

ние живо 


Я ВВ 


| 
| Механизмы проведения вов 
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Ж———————————щы———--— 


ори м пзатвон 4 59) РТ : 
в, 


Мери ( Маеро, 1959), Ито 
(140, 1962) 


Раф (1962) 


Вопросы 4 


- о. 


этих клеток, © действии ускорения силы тяжести, вызываемо- 


го центрифугированием, на развитие яйцеклеток. 

В последующих главах (кроме первой, которая пред- 
ставляет собой изложение литературных данных об объекте 
исследования) излагаются данные по указанным вопросам и 
проводится их сопоставление для выяснения возможной свя- — 
зи мехду различными характеристиками исследуемых ооци- } 
тов и яйцеклеток. | : 

Работа была выполнена на кафедре эмбриологии Л 
градекого Унизеритето ее а р»: 
ее проф. кк | | 


ГЛАВА 1+ 


ПОЗДНИЕ ЭТАПЫ ООГЕНЕЗА И РАЗВИТИЕ 
ОПЛОДОТВОРЕННОЙ ЯЙЦЕКЛЕТКИ АМФИБИЙ ДО НАЧАЛА 
ДРОБЛЕНИЯ. СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ 
(ЛИТЕРАТУРНЫЕ ДАННЫЕ) 


1. Поздние ооциты амфибий 


Объектом работы были поздние ооциты и яйцеклетки 
травяной лягушки ( Нала фешрогаг4а), серой жабы ( Виго 5- 
50) и поздние ооциты обыкновенного тритона ( Тг2%итов уц1- 
52718). Обзоров о строении поздних ооцитов и яйцеклеток 
амфибий на русском языке (за исключением обзора в статье 
Айзенитадт и Детлаф (1968) © созревании ооцитов) нет. 
Много сведений об ультраструктуре ооцитов и яйцеклеток 
появилось в самые последние годы, поэтому они, естествен- 
но, не вошли ни в русские, ни в иностранные обзоры и ру- 
ководства. С другой стороны, знание структуры объекта 
физиологического исследования и динамики ее изменения по- 
могает сделать необходимые ограничения при интерпретации 
физиологических данных и, тем самым, может привести к 60- 
лее правильному пониманию возможных механизмов исследуе- 
мого явления, Цоэтому ниже приводится довольно подробное 
описание структуры позднего ооцита и развивающейся яйце- 
клетки амфибий. 

Ооциты расположены в половой железе самки - яичнике, 


“у 


- Т. 

| личник - это парная железа, окружениая слоем клеток пе- 
ритонеального эпителия - ФЛесь охбегиаа ялИЧНИКа. ОтТоТ 
слой клеток переходит в мезовариум = часть перитонеаль- 
ной выстилки полости тела, прикрепляющую яичник к спин- 
вой сторове полости. Сам яичник состоит из тысяч отдель- 
® вых фолликулов, в которых развиваются ооциты. Каждый фол- 

ликул имеет стенку - №еоз Зпёегла яичника, состоящую 
из соединительнотканных клеток, с большим числом крове- 
восных капилляров, которые снабжают фолликул. В %В96ъь 
124егва много гледких мышечных волокон, которые способ- 
ствуют выходу ооцита из яичника во время овуляции. Ооцит - 
выходит из яичника в определенном месте фолликула, где. ы 
нет Леса 114егпе и фолликулярные клетки, армние 
во окружающие ооцит, | 
лярные клетки о 
браной ок ых 


-в. 
бег и. 5с1т44%, 1961). По данинм Вартенберга и Шмидта, 
отростки фолликулярных клеток проходят через внеклеточ- 
ный слой, содержащий полисахариды, и касаются плазмалем- 
мы ооцита, не входя в непосредственинй коитакт с его ци- 
топлазмой. Внеклеточный слой, о котором пишут авторы - 
это` сформированная желточная оболочка ооцита, с внутреи- 
ней стороны которой расположена 2опа га410фа (Габаева, 
1963а ; Токин, Габаева, 1963). 2опа гаёзаёа представляет 
собой систему микровыростов поверхности ооцита, © кото- 
рых уже упоминалось. Величина этих выростов зависит от 
стадии развития ооцита и достигает максимума в начале по- 
следнего (эретьего для Напа фешрорага в) года развития 
ооцита. В микроворсинки провикают пучки тонких фибрилл, - 
характерные для кортикальной цитоплазмы. В микроворсин- 
ках они расположены па: алле: 4 главной оси микровореии- 
ки, рядом с ними можно осомы ( Уав бавзев, - 
1966а). В дальнейшем и сло микроворсинок - 
уменьшаются. Сначала пр новение 2ола гз41аб% 
в районе вегетативиого 


ых 
та 
о. 
тя 


Наличие мивровором Но: 
мембраны ооцита в 85 раз (д 
( Кешр, 1936). Во Брвыл в : 
ной мембраны ие Ни 
синок и усилением | 

та. Поверхность в; 
зи со значительны 
можно рассма 


1ей в свя- 


-9. 

У хвостатых амфибий (в частности, у тритона) 2опа 

Га@3 афа сохраняется в прежних размерах до момента ову- 
ляции и при дальнейшем распаде микроворсинок, из их ма- 
териала образуется вязкое содерхимое перивителлинового 
пространства. У бесхвостых амфибий (в частности, у лягуш- 
ки и жабы) в перивителлиновое пространство выходит сек- 
рет кортикальных гранул, которых нет в ооцитах хвоста- 
тых амфибий, 

Клеточная мембрана позднего ооцита имеет строение 
типичное для большинства наружных плазматических мем- 
бран, толщина ее = 75-100 минрон А.(0 свойствах этой мем- 
брань будет рассказано в следующих главах). Непосредет- 
венно под мембраной ооцита расположен тонкий слой цито- 
плазмы с небольшим числом зелточных пластинок (в отличие 
от остальной цитоплазмы) - это кортикальная плазма ооци- 
та. У незрелого ооцита’ ‚ толщине ее - 5-6 мк. В. 
конце оогенеза толщина Г ы 


В кортикальной пл 
гомогенные гранулы ( 
вировые кепли, пигмен 
нулы и небольшое числ 
вся кортикальная цитоп 
сой больших (в среднем 


Для кортикальной цитопл днего ооцита харак- 

териы тонкие пучки фибрилл, а также большие круго- 

вые зоны - диаметром 2-3 микрона, в которых распо- 
К ( зп даюзеа, 4966). а к 


В пигментиьх зернах нахо 
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поверхности ооцита ; на противоположной стороне - 
вегетативной - пигментных зерен меньше , 

Появляются пигментные зерна иа поздних стадиях 
оогенеза на периферии ооцита из материала  эидо- 
плазматической сети, которая представлена пузырь- 
ками диаметром ©-7Аук, В дальнейшем пигментные 
зерна распространяются по всей цитоплазме ‚остава- 
ясь в наибольшей конпентрации в кортикальном слое. 
Пигментиое эерно образуется из меланииового компо- 
нента и основного вещества, возникающего в пузьрь- 
ках энцоплазматической сети. Образовавшееся эерно 
представляет собой высокоорганизованную систему. 

Каждое пигментное зерно имеет свою мембрану. У хво- 
статых амфибий внутренняя часть пигментных зерен : 
состоит из отдельных гранул, расположенных в гомо 
генной структуре. У бесхвостых - видна сложная 
внутренняя структура зерна (МагБепоегв, 1962). 


Под поверхностным слоем пигментных зерен в ооцитах 
бесхвостьх амфибий располе ся кортикальные гранулы, 
возникающие в начале зза (Равен, 1964). Корти- 
кальные гранулы = это ‹ мембраной округлые те- 
ла дизыетром 1-2.5 мк. тия ооцита они уве- 
личиваются в размерах и верхности ооцита, 
принимая в дальнейшем в: е в кортикальных из 
менениях, сопровождающих © к 
зовьвит, 1958 ) покавал п 


| моав 


- и. 
гранулы непосредственно под плазматической мембраной лет | 
ки. На 100 мк поверхности яйцеклетки Вала п1хготаот] 95а 
приходится около 20 гранул, Сходные данине (17-18 гранул 
на 100 мк) были получены на яйцеклетках Вапа фотрога?4 а 
Катагири ( Кафа га, 1959).  Мукополисяхаридный состав гра- 
нул был установлен также Розенбаумом ( Позепозам, 1938 ), | 
Катагири ( Кафав1га, 1959 ), Осанаи ( Оззиэа, 1960 ),Вертен- 
бергом и Шмидтом ( Мэгфепооге а. 5011186, 1961). 

Таким образом, кортикальный слой ооцита состоит из 
плазматической мембраны и кортикальной цитоплазмы, имею- 
щей сложную структуру, богатую рибосомами и содержащую 
пигментные зерна, митохондрии, жировые включения, Е 
кальнне гранулы и некоторое количество желточных плайти- 
вок. 


В цитоплазме ооцит ожекной под кортикаль- 
ной цитоплазмой, мног ючных пластинок. желток - 
запасной питательный | дущего зародыша. 
Сначала образуется дн ‚› затем жировой 

‚ ра‹ ом отрезке соге- 
цеза происходит образова ’ желтка. Этот 
желток представлен в. т 
ми плестинками, аре 
результат конд 
растворениого % 
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часть, по-видимому, происходит из области аппарата 
Гольдки. В образовании желточннх пластинок такхе 
принимают участие митохондрии и большие (около 100 
ммк в диаметре) пузырьки с вернистым содеркимьм. 
Часть митохондрий отшнуровывается от тела митохонд- 
рии в виде пузьрька, который будет участвовать в 
стройтельстве желточной пластинки. Пузырьки с зер- 
нистым содержимым происходят, по давным Варзенбер- 
га, из ядра, соответствуют хромидиям ранних 8вт0- 
ров и таквке принимают участие в образовании желточ- 
вых пластинок ( Кагёепоогя, 1962). 

Увеличивающиеся в размерах желточные пластинки 
мигрируют в глубину клетки и приближаются к ядру. 
К этому времени начинается образование желточных 
пластинок в околоядерной части ооцита. После пере- 
мещения ядра ооцита в сторону анимального полюса 
получается неоднородное распределение различных жел- 
точных пластинок в цитоплазме ооцита. Самые кру 
келточные пластинки нах в вегетативном полума- 
рии; мелкие, вновь ье - в кортикальной и 
субкортикальной цито `анимальномы полушарий, 
где расположено ядро. цита = желточные 


пластинки среднего ра 1953; Равен, 1964). 
Желточные пластинки юбразные форму и 
размеры. Вишнитцером рами ( УЗ зова4 тег, 
1957 ; Уагбепоегв, 196 пластинках 0б- Е 
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Эндоплезматическая сеть в ооците сравнительно слабо 
развита, представлена она, в основном, пузыревидными 
структурами. На мемб ранах этой сети и вне их расположены 
рибосомы, Базофилия цитоплазмы объясняется наличием этих 
рибосом и “хромидиев" (см. стр, 1/2 ). В цитоилазме ооци- 
та много митохондрий. Расположены они, в основном, по пе- 
риферии ооцита, а в начале вителлогенеза - и в районе так 
назвваемого хелтечного ядра ( Кешр, 1956 ). 

У ранних ооцитов существует клеточный центр, затем 
он исчезает, у позднего ооцита клеточного центра нет. 

При оплодотворении он вносится в цитоплазму яйцеклетки 
‚вместе с яцром спермия. 

Факам образом, для цитоплазмы позднего ооцита харак- 
терно слабое развитие эндоплазматической сети, наличие ми-_ 
тохондрий в субкортикальной зоне и обилие запасных пата-. 
тельных веществ в виде велточных зерен. 

В глубине ооцита расположено огромное (диаметром 
около 0.5 мым) ядро осцита - зародышевый пузырек. Ядро от- 
делено от цитоплазмы ядерной мембраной с выростами, кото- 
рых больше в той стороне, где происходит более интенсив 
ное образование желтка. У ооцитов тритона размеры вырое- 
тов достигают 1 мк ( У1веваззег, 1958 ). Дьюри { рируее, 
1950) полагзет, что эти выросты являются стоуктурными эле- 
ментами ядерной оболочки, а не временными образованиями . 
По Вишнитцеру, ядерная оболочка имеет толщину 250-350 — 

и состоит из трех слоев - ввутренней ядерной мембраны 
(толщиной около 75 ), околоядерного пространства (толщи- 
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вой около 150 А) и наружной ядерной мембраны (толщиной 
около 75 К). ддерная оболочка имеет не сплошную структу- 
ру» @& дискретную, с разрывами = так называемыми порами, 
где соединяются внутренняя и внешняя ядерные мембраны, 


Диаметр этих пор вместе со стенками - 800-1000 &. 
Внутренний диаметр - 400-500 В. Стенки пор выдаются 
и в цитоплавму и в кариоплазму (длина их - 500 К). 
Эти стенки пор, или трубок, по-видимому, сами состо- 
ят из микроцилиндров. при большом увеличении элект- 
ронного микроскопа в стенке поры видно 6-5 микроци- 
линдров, каждый из которых имеет внешний диаметр 
175-225 К, светлый центральный участок микроцилиндра 
имеет диаметр около 100 #.в центре поры находится 
центральная гранула 150-200 в диаметре. Дизфрагмы, 
перегораживающей пору на уровне мембраны, Вишнитцер 
не обнаружил ( У4зсвт1&2ег, 1958 ). По данным Винера, 
Спиро и Левенштейна ( у1епег, $р4то, роемопё$е11, 1965), 
поры в ядерной оболочке сгруппированы в щестиугольни- 
ки. Число пор на 1 см8 оболочки ядер слюнной железы. Е 
СЬ4топотиз (строение ядерных оболочек этих клеток = 
и ооцитов амфибий схедно) составляет 6.5 х 10°. =: 


Ядерная оболочка отграничивает от цитоплазмы ооцита_ 3 
кариоплазму, в которой находятся хромосомы и ядрышки. 

В отличие от ооцитов многих других кивотных число — х 
ядрышек в поздиих ооцитах амфисий очень велико и может до- 
стигать более 1000. Размеры ядрьшек - 6-25 мк. На самых. ть 
ранних стадиях оогенеза ядро имеет 1, реже 2-4 ядрывшка. — 
Число ядрышек увеличивается особенно в последний год раз 


ЕС 
ЛЬ 
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Возникновение ядрышек связано с определениой областью 
хромосом - ядрышковым организатором, как это наблюдает- 
ся и у соматических клеток ( Вгомт, 818, 1959). Не исклю- 
чена возмовность столь быстрого увеличения числа ядры- 
шек в последний период оогенеза и 38 счет их почкования 
(Ченцов, 1966). В отличие от большинства других клеток 

у ооцитов амфибий сформированные ядрышки не связаны с 
отдельными хромосомами, а взвешены в кариоплазме. Часть 
ядрышек расположена на периферии ядра (у молодых ооци- 
тов все ядрышки расположены периферически), а большая 
часть их находится в центре ядра. На основании элек- 
тронномикроскопических работ Брауна и Риса, а также Вар-_ 
тенберга можно предположить, что структура ядрышек ооци- 
та аналогична таковой у других клеток. ЯЯрышко не имеет 
оболочки, представляет собой переплетение сложных нитей 
РНК, на которых находятся рибонуклеопротеиднье гра н) уль 
диаметром около 150 А.В последнее время ядрышки расе ыы 
тривеют как органоиды, клетки, в которых происходит сиа- 
тез рибосомальной РНК или рибосом (Ченцов, 1966). С этой. 
гипотезой согласуются многочисленнье данные, полученные — 
иа ооцитах амфибий о связи между увеличением числа ядры- 
шек и интенсивностью вителлогенеза, а также данные и 
ходе содержимого ядрышек из ядра в цитоплазму мае 
1964). 


В окружении центрального облака ядрышек походил 
сильно спирализованные у позднего ооцита хромосомы. в. 
рассматриваемый период оогенева ооциты находятся в ве 
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гетативной фазе развития, пройдя уже генеративную фазу, 
во время которой хромосомы претерпевают премейотические 
изменения. На поздней диплотенной фазе ядро как бы воз- 
врощается в интерфазное состояние и начинается интенсив- 
ный рост ооцита - вегетативная фаза (Равен, 1964). В пе- 
риоц начала вителлогенеза их хромосомы достигают огром- 
вой длины - хромосомы тритона имеют длину около 700 мк. 
хромосомы лягушки - около 400 мк. В этот период хромосо- 
мы ооцитов амфибий достигают наибольшей длины во всем 
хивотном мире. Так, например, гигантские хромосомы слюн- 
ных велез двукрылых меньше хромосом ооцитов амфибий при- ь 
мерно в 8 раза ( Пагуее, 1950), В начале желткообразова- 
ния хромосомы образуют многочисленные петли (80-100 пе- — 
тель на 100 микрон хромосомной нити) и носят название 
ламповых щеток. В это время хромосома состоит из основ 
ной нити, состоящей из ДЫК, и петель, в районе которых 
происходит интенсивный: синтез РНК. К концу вителлогенеза - 
петли исчезают, хромосомы сильно спирализуются и у осци- = 
тов последнего года развития хромосомы можно увидеть в 
виде тетред. Длина хромосом в этот побод развития - 0! 
ло 40 мк. У серой кабы и обыкновенного тритона - 11 пар 
хромосом, у травяной лягушки-13 пар ( Вчеъ, 1951). — ее а 
Таким образом, у ядра позднего ооцита - большие ра з- 
меры, очень большое число ядрышек и хромосомы в виде те : 
. Ядро отделено от цитоплазмы ин. я с по 
Е м. 
Процесс роста ооцита и желткообразования иных 
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ется примерно к середине осени, и ооциты находятся в 
описанном выше состоянии в течение всего холодного пе- 
риода года. Весной, после окончания спячки, в яичниках 
наступают значительные изменения, приводящие к превра- 
щению ооцита в яйцеклетку. 


2. Созревание ооцитов, овуляция 


Процесс созревания ооцитов сопровождается значи- 
тельныии структурными и биохимическими изменениями, ко- 
торые интенсивно исследуются в последние годы. Айзен- 
штадт и Детлаф (1968) провели электронвомикроскопичес- 
кое исследование строения ооцита во время созревания. 

В начале этого периода значительно увеличиваются выро- 
сты мембраны ядра ооцита и мозно отметить места соеди- 
нения эндоплазыатической сети с перинуклеарным простран- 
ством (то есть пространством между внутренней и наружной | 
ядерными мембранами). Постепенно происходит увеличение 
перинуклеарного пространства, увеличение изрезанности — 
контура ядерной мембраны, предшествующее ее разрушению. 
Разрушение ядерной мембраны, в результате которого про — 
исходит выход кариоплазмьы в цитоплаэму, и образование 

так называемой миксоплазмы (Макаров, 1963) сопровожда- 
ется появлением большого числа мелких пузырьков, окру- 
зающих скопление пористых пластинок, расположенных в 
цитоплазме, У ооцита с полностью разрушенным ядром вид- 
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во большое количество мелких гладкоконтурных пузырьков 
в поверхностном слое, причем отмечено деление крупинх 
пузырьков на более мелкие, Эти ультраструктурные изыме- 
нения авторы связывают со вначитольным увеличением со- 
держания воды, происходящем при созревании ооцита. Во 
время растворения зародышевого пузырька, по данным Бра- 
Ше ( Вгаспе®, 1965 ), образуется большое число фельген- 
положительных частиц, которые мигрируют в кортакальный 
слой, в дальнейшем они исчезают. Браше связывает появ- 
ление этих частиц в кортикальном слое с морфогенетиче- 
екой ролью, которую в ходе развития яйцеклетки играет 
кортикальный слой (см. гл. 1У). 

После растворения зародышевого пузырька кортикаль- 
вый слой под действием кариоплазыы приобретает способ- 
ность к сокращению (06 этом подробнее будет сказано в 
главе Ш), вслед за тем происходит изменение осмотиче- = 
ских свойств цитоплазын, о чем можно судить по обл 
ванию “экзоватов" при надрезе кортикального слоя ооцита 
с растворениым зародышевым пузырьком. 

Использование ингибиторов метаболизма белков и ну- 
клеиновых кислот позволило сделать вывод о необходимо = 
сти для созревания ооцитов синтеза белков и РНК. Актино- 
мицин 0, ингибирующий синтез информационных РНК, при 
введении в инкубационную среду с ооцитами (созревающи- 
ми 2 у44го под действием гипофизарных гонадотропинов ) 
подавляет процесс их созревания (Детлаф, 1966 ; вгазлез, 
1967). Этот эффект проявляется только в тех случаях, = 
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когда актиномицин рродиеся в первые чесы действия гона- 
дотропинов ; введение актиномицина через несколько часов 
после начале созревания уже ие влияет на дальнейший ход 
этого процесса. Ив этих данных был сделан вывод, что син- 
тез необходимых информационных РНК происходит на первых 
этапах созревания ооцитов, Опыты с пуромицином (ингиби- 
тором синтеза белков) показали, что пуромицинчувствитель- 
вый период начинается и оканчивается позже, чем актино- 
мицинчувствительный (Детлаф, 1966). Детлаф и Шые рлинг 
(1968) сообщили, что существуют три пуромицинчувстви= = 
тельные стадии в процессе созревания ооцитов, отличающи- 
еся по времени наступления и морфогенетическому значе- 
нию, По данным Шуеца ( 5енаефз, 1967 ), синтез белка за- 
вершается приблизительно к середине периода времени от — 
начала действия гормона (в данном случае прогестерона) ы 
до момента разрыва зародышевого пузнрыа. = _ 

Из вышеприведенных фахтов очевидна большая а о 
монов в регуляции процессов созревания ооцитов. Но дан 
вым Детлаф (1966), процесе созревания делится на гормо- = 
возависимый период, когда присутствие гормонов (гипофи-_ - 
зарных гонэдотропинов) необходимо для продолжения этого 
процесса, и следующий за ним гормононезависимый период, 
когда присутствие гонадотропинов уже не является необ- 
ходимым. Начало гормононевависимого периода совпадает 
с началом растворения зародышевого пузырька ( рев] а? а я 
о\в., 1964). Из работ Масум ( Мази, 1967) и Шуеца ( зеви-_ 
йа, 1967) можно сделать вывод о существенном значении 
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фолликулярных клеток в исследуемом процессе 1). При пол- 
ном удаленки фолликуляринх клеток с поверхности ооцита, 
последний не реагирует на гипофизарные гонадотропины. 
Наличие этих клеток вокруг ооцита или хотя бы приведе- 
ние их в тесный контакт с ооцитом природиф к положитель- 
ному результату. Масуи полагает, что гипофризарные гона- 
дотропинь действуют на фолликулярные клетки, которые, в 
свою очередь, освобождают гормоны, действующие непосред- 
ственно на ооцит. Другой гормон - прогестерон - вызьва- 
ет созревание ооцитов независимо от наличия на них фол- 
ликулярных клеток, причем в ‘опытах с прогестероном раст- 
ворение зародышевого пузьрька и выделение первого поляр- 
вого тельца может происходить без овуляции - то есть у 
ооцита, окруженного фолликулярными клетками, Однако в 
нормальньх условиях созревание ооцита сопровождается 
овуляцией, являющейся началом существенных изменений в = 
жизни ооцита, - из клетки, являющейся частью органа, ча- | 
стью организма, ооцит в скором времени превратится в : 
клетку, условия жизни которой не зависят от материн- 
ского организма, от всех влияний, регулировавших до 0- — 
го его жизнь. В ходе овуляции ооцит освобождается от 
тканей яичника. В этом процессе принимают участие и сам 
ооцит и окружающие его клетки - слой фолликуларных кле- 
Ф06 И ФПеса охбогпа личника разрываются в определенном = 
месте фолликула, где нет (еса 1п%егла, и ООЦИТ МддеНм : 


ре ывает в болбе ранней рабо Кащенко ооци- 
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но выходит из {фолликула через маленькое отверстие (при- 
мерно в течение 10 минут при комнатной температуре). 
Выхед ооцита облегчается сильнны сокращением гладких 
мышечных волокон ( вай, 1951). 

Во время овуляции происходит? первое деление созре- 
вания (собственно редукционное деление). Веретено деле- 
вия расположено в районе анимального полюса под прямым 
углом к поверхности ооцита, Ближайшая к поверхности 
группа телофазных хромосом выходит из осоцита с небольшим 
количеством цитоплазмы (без желтка), вокруг которой об- | 
разуется мембрана, Таким образом формируетея первое по- з 
лярное тельце, Дистальная группа остается внутри ооци- 
те - это ядро ооците второго порядка. Эти изменения 
происходят до того, как ооцит достигнет яйцевода. де» 
ние оопита к воронке яйцевода обзспочивается напраж | 
ным биением ресничек, которыми покрытв почти вся. пов 
ность полости тела. Примерно в то же время, когда ооцит . 
входит в воронку яйцевода, начинается второе деление со-_ 
зревания. Во время этого деления каждая двойная хромосе- 
ма гаплоидиого теперь небора хромосом полностью делится. 
ива две, В организме самки ооцит не завершает второго е- 
ления совревания и ноходится в метафазе этого деления. 
Деление мокет завершиться лишь после активации яйце- 
клетки (вернее, ооцита второго порядка). . 

Благодаря биению ресничек ресничных клеток яйцево- : 
де ооцит, вращаясь, двигается по яйцеводу, Проходя черев. й 
яйцевод, ооцит одевается слоями студенистой оболочки, 
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Это происходит в верхних отделах яйцевода, где располо- 
жены секротирующие клетки ( Млузоева, 1939 ). Студенистая 
оболочка покрьвает клетку 4 слоями. Самый внутренний 
слой плотно прилегает к желточной оболочке. При поизда- 
нии клетки в воду остальные три слоя очень сильно взбу- 
хают, Эти три слоя можно после набухания удалить с по- 
мощью тонкого скальпеля, чего не удается сделать с че?- 
вертым слоем, Студенистая оболочка яйцеклеток амфабий 
содержит белки (около 372 - 81188, 1940; М1иёзта, 1955) 
и мукополисахариды. В белковом гидролизате обнаружено 
17 аминокислот, преобладающие аминокислоты - глицин, ар- 
гинин, прелин, аспарагиновая кислота (т1о1Кез а. оз. а 
Полисахариды построены, в основном, из галактозы, ман- 
нозы и фукозы { то1Кев в» обв., 1950 }, Наличие белков в — 
студенистой оболочке яйцевлеток бесхвостых амфибий и в. ь 
капсульной оболочке хвостатых амфибий. было. так ие пока 
эано Тзунсом (То\пев, 1753 }, который удалял эти обо- Е 
лочки с помощью трипсина, химотрипсина и пепаина. Одетые_ 
ненабухшими оболочками ооциты второго порядка скаплива= = 
озся в нижнем отделе яйцевода с очень эластичными стек = 
ками - так называемой матке“, где находятся до начала — 
икрометания. = 

Во время икрометания яйцеклетки попадают в воду, 
где их студенистые оболочки очень сильно увеличиваются 
в объеме благодаря набуханию, Способность студенистых 
оболочек к набуканию связана с их строением. к 
сахариды, входящие в состав всех слоев студенистой. обе 


я 
ы 
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лоечки, образуют мицеллы, между которыми входит вода, вы 
зывая тем самым эффект набухания оболочки. 

Таким образом, неоплодотворенная яйцеклетка окруже- 
ча четырьмя слоями студенистой оболочки (у бесхвостых 
амфибий) и желточной оболочкой. Значительные изменения, 
происходящие с ооцитом в ходе созревания, затрагивают 
почти все структуры и стороны деятельности клетки, Ядро 
ваходится в "замерешей" метафазе второго деления созре- 
вания, и неоплодотворениая яйцеклетка является, факти- 
чески, еще ооцитом второго порядка. Изменения произошли 
и в кортикальном слое. Микроворсинки полностью исчезли, Е. 
однако поверхность яйцеклетки остается волнистой. Пуч- 
ки тонких нитей, характерные для кортикальной цитоплаз- 
мы позднего ооцита, исчезают, а под клеточной мембраной 
вознякает слой тонких перекрещивающихся нитей. Зоны коль- 
цевых пластинок ооцитов также исчезли; на их месте | 
явились многочисленные пузырьки. Рибосомы в кортикаль- — 
ной цитоплазме отстают теперь дальше друг от друга чем 
У ооцитов (что может быть связано с обводнением цито- 
плазмы и разрывом зародышевого пузырька); размеры их 
уменьшаются до 260 А (чай далвеи, 19665 ).  Кортикаль- — 
ный слой приобрел способность к сокращению (Детлаф, 
1966). Еще более зиачительные изменения происходят в 
кортикальном слое и ядерном аппарате яйцеклетки при 
оплодотворении, которое у бесхвостых амфибий происходит 
в воде после выметывания яйцеклеток. р 


р. 
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3. Гонадотропины у амрибий 


Вее процессь роста ооцита, его созревания, овуля- 
ция, прохожцение по яйцеводу и секреция студенистого ве- 
цества железами яйцеводоы - процессы, регулируемые ней- 
ро-эндокривными механизмами материнского организма. © 
регуляции этих процессов у амфибий со стороны эндокрин- 
ной системы говорят многие данные. Благодаря этой регу- 
ляции мокно в течение всего года за исключением летних = 
месяцев получать зрелье яйцеклетки у всех эмфибий, де-. | 
лая самкам инъекции гипофизов от особей того же вида 
или других змфибий. Этот метод был разработан в конце 
двадцатых - начале тридцатых годов этого века и теперь 
широко применяется в лабораториях ( вавв, 1935, 1962 - 
Полученные результаты были следствием опытов. с ипо с: 
эктомией и заместительной терапией, показавиих зависи- ь 
мость овариальной функции (как и тестикулярной) от ги- о 
пофизервого контроля. | 
У амфибий, как и у других позвоночных, есть ком- — 
плекс гонадотропинов - гормонов, регулирующих половой = 
цикл животных. Однако практически мало известно о коли-— 
честве и, вообще, существовании у них основных гонадо- х 
тропиых гормонов гипофиза высших позвоночных - фоллику- | 
лостимулирующего (ФСГ) и лютеинизирующего (ЛГ) гормо- : 
нов. Предполегается, что главная функция ФСГ у самок — 


ь 
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амфибий - сенсибилизация яичника к стимулу овуляции. 

ЛГ предположительно участвует в стимуляции эстрогенно- 

го комплекса и в самом процессе овуляции. Показана 28к- 
сономическая специфичность гонадотропинов у амфибий (№э*- 
фу, 1966 ).  Чьеффа и Лупо ( 029114, Боро, 1963 ) иден- 
тифицировали прогестерон, эстрон, эстрадиол-172 и эс- 
триол в оввриальных экстрактах серой жабы во время се- 
зона размножения. В крови шпорцевой лягушки Хепорие 1а9- 
у1= бьл обизружен эстрон и эстрадиол в концентрациях, 
варьирующих в зависимости от возраста и физиологическо- 
го состояния. Нодобное исследование на травяной лягушке 
было проведено Седа бы и озоном ( Сеёвга, О2от, 4962), 
которые показали, что во время спячки количество эстро- 
генов в крови очень мало, а во время икрометания резко | 
повышается. В общем, исследования эндокринной регуляции | 
размнозения у Вмфибий говорят о несомненном. наличии = 
этой регуляции, однако, детально этот процесс неизвес- Е 
тен. 


4. Оплодотворение и развитие оплодотворенной 
яйцеклетки амфибий до начала дробления 


Немедленно после икрометания наступает осеменение, 
в результате которого происходит оплодотворение яйце- 
клеток спермиями. Для бесхвостых амфибий характерна ыо- 
носпермия - то есть, проникновение в яйцеклетку одного = 
спермия, для хвостатьх - полиспермия, то есть проник= 
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новение нескольких спермиев. И в том, ив другом слу- 
чае в дальнейших процессах оплодотворения принимает 
участие ядро одного спермия. 

Цервая стадия оплодотворения - активация спермия, 
происходящая при соприкосновении спермия с яйцеклеткой, 
сопровождается у многих животных акросомной реакцией, 

В ходе этой реакции спермий выбрасывает по изправлению 
к яйцеклетке акросомную нить, а яйцеклетка образует так 
называемый воспринимающий бугорок. Сведений об акросом- 
ной реакции при соединении гамет у амфибий оснаружить 
не удалось за исключением сообщения о существовании 
акросомной нити у спермиев ( К111е сы. рав, 1960). 

У бесхвостых амфибий после соприкосновения спермия 
с яйцеклечкой начинзется кортикальная реакция. В это 
время пооясходит респед кортикальных гравуль» аходящих- 
ся под мембраной яйцеклетки, содеркимое этих тгравуя вы. 
ходит в перивителлиновое простренство и келточная обо -- 
лочка отдаляется от поверхности яйцеклетки !), В главе. 
Ш будуз описань прижизненные наблюдения кортикальной : 

>. 
| 


реакции, полученные нами на полостных вне тра- 
ВЯНОЙ лягушки. Е - 


Еще одно существенное изменение, происходящее 
в кортикальном слое вскоре после оплодотворения, - 
это появление в кортикальной цитоплазме чистых, 
свободных от желтка, областей с полирибосомами. 


1) Перивителлиновое пространство в дальнейшем оначи- { 


Е ан" ор 


.... ат. 
В глубине цитоплазмы полирибосомы не обнаружены. 
Перед началом дробления области с полирибосома- 
ми исчезают, и поли- и монорибосомы распростра- 


цены топерь по всей гомогенной цитоплазме ( ужа 
Фапзеп, 1966ъ ), 


По данным Гольтфретера, после оплодотворения появ- 
ляется еще одна структура на поверхности яйцеклетки - 
поверхностная пленка ( в08%). Ота пленка, по Гольт- 
фретеру, является надклеточиным образованием и облада- 
ет такими свойствами как сократимость, неприлипаемость, 
способность соединять бластомеры и поверхностные клет- 
ки бластулы и гаструлы ( Но1%Ггефег, 1943 ). Электронно- 
микроскопические исследования не обнаружили такой вне- 
клеточной структуры { 2011 ал4ег, 1961 ). По мнению Дол- 
ландера и Пастеельсв ( 10011 ва бег, 1961 Ра3400] 5, 1964 ),_ 
эта пленка является просто “логическим | ртефактом в - 
том сыьеле, что несколько свойств, очевидно, зависяци | 
от различных структур, были отнесены к одной и той зе. | —- 
гипотетической структуре". По данным Долландера, во 
время дробления появляются соединительные структуры 
между блестомереми и клетками бластулы и гаструлы, бо- — 
кратимость и иеприлипаемость - это функции плазматиче-_ 


ской мембраны. Существование воаз отвергает и Балинс- ь 
кий ( Ва14иеку, 1961), м 


Описанные выше структурные изменения в кортикал 
слое при активации сопровождаются эначительными 61 
ческими и физико-химическими изменениями (Дорфман, 1963) 1 
Так, в частности, по денным Фик ( Раеч, 1964) ‘активация 
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яйцеклетки приводит к вспышке сиитеза белка (у амфибий), 
Происходит изменение проницаемости яйцеклетки для воды 
и ионов. Активация яйцеклетки, которую можно вызвать 
ве только спермием, но и другими способами, например, 
уколом иглой, сопровождается электрическими изменения- 
ми. Появляется потенциал активации, представляющий со- 
бой медленное изменение мембранного потенциала ; примез- 
во через 8-5 минут мембранный потеициал восстанавлива- 
ет исходную величину. (Подробнее эти изменения будут 
рассмотрены во второй главе). 

Таким образом, приведение яйцеклетки в контакт со 
спермием или другим активирующим агентом является триг- 
гером, запускающем многие реакция в клетке, находившей- 
ся до того в озносительно неактивном состояния. 

Дальнейшие изменения в строении и поведении #‹ 


Начало второй фазы совпадает со временем ео 
сближения мужского и женского пронуклеусов. В изчале — 
этой фазы происходит резкий сдвиг участка кортикально! 


Я: 


Я 


- 29. 
кортикального слоя направлено вверх на дорсальной сто- 
роне (примерно протироположной месту входа спермия) и 
вниз на рентральной стороне, В результате образуется 
серый (у лягушки и жабы) или светлый (у тритона)сери. 

Во время движения плазмалеммы и подлежащего, соде рваще- 
го пигмент слоя цитоплазмы эза ними увлекается поверх 
востный слой келтка (главным образом, около вегетотив- 
вого полюса). В результате серый серп появляется ие 
только как вторично депигментированная область, во и 
кек область, где существует тесный контакт можду кори 
кальным слоем и желтком, В то = время на вентральной 
стороне кортикальный слой и подлежащая часть желтка 
остаются разделенными цитоплезматическим барьером (Раз 
+921 в, 1964 ). После завершения этой корчикадьой ны 
ции симметризации, как ее называет Пасте 3 
ральная симметрия факсирована, и свободи. е вр 
пеклетки не оказывает какого-либо. эффекта ‘на  симметр у 
В четвертой глеве будет рассказано об экспериментальных 
работех, выполиенньх различными авторами, которые выяс- _ 
няли свойства вонь серого серпа и его роль в посл Ре 
щих морфогенетических процессах. 


= 
+ 


в ядерных апператах яйцеклетки и проникшего в нее. 
мия. Одним из следствий активации яйцеклетки. сперь кем 
или другим октивирующим агентом является переход ве к — 
завершению второго деления созревания и отделению . Е: Е 
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рого полярного тельца (первое отделилось во время пре- 
оъъзния яйцеклетки в яйцеводе). Через 7-10 минут после 
активации (при комнатной температуре) в районе внималь- 
вого полюса около первого полярного тельца появляется 
маленькое углубление (около 15 микрои в диаметре). это 
углубление указывает положение веретене второго деления 
созревания. Через 25-80 минут после активации углубле- 
ние ксчезает и вместо него появляется второе полярное 
тельце, диаметром около 25 мк, имеющее гаплоидный вабор 
хромосом. Другой гаплойцный набор остается в ядцеклетке 
и, строго говоря, только сейчас яйцеклетка перестает : 
быть ооцитоы второго порядка и превращается в яйцеклет- 
ку. Во время поздней анафазь и отделения второго поляр> 
вого тельца периферический пигмент окружает хромосомы - 
яйцеклетки й хромосомы становятся не видны 
Ядро (женский кт ‚снова. а ви у, 


начинается движение кокского пронувлеуса вглубь цизо-_ 
плезмы. Его движение происходия или все время гоямо. 
с последующим поворотом. Начальное опускание жен 
провуклеуса не зависит от положения ядра спермия в а. 
клетке, последующее ке движение направлено к к идру т 
мия (мужскому пронуклеусу). 

Спермий может проникнуть в любую область анималь 
го полушария, ино обычно это место удалено оз анимал Е 
го полюса более, чем на 40°, Двльнейшее движение ‹ 
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ляемому им пигментному следу из зерен поверхностного 
пигмента, увлекаемнх при движении, Сначала ядро спермия 
двигается перпендикулярно поверхности яйцеклетки, а за- 
тем изменяет направление почти под прямым углом к пре- 
дьдущему и двигается к анимально-вегетативной оси яйце 
клетки. Бго движение не зависит от присутствия венского 
пронукдеуса, а зависит от начального положения в яйце 
клетке по отношению к анимально-вегетативной оси клет- 
ки и грациенту распределения желточных пластинок, кото 
рые не дают возможности ядру спермия двигаться все вре- ы 
мя перпендикулярно поверхности клетки. | ы 
Через 45-60 минут после оплодотворения вокруг ядра 
спермия появляется чистая от включений область и виден 
центр спермастера. Через 75-80 минут опускающийся : 
ский пронуклеус входит в свободную от елт 
вокруг мувакого пронуклеуса. Пример 


отдельные группы материнских. и отцовских. коты 
различимы, Через 180 ое кие пена за 


и 
„д 
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сомы становятся не видны и образуется ядерная мембрана. 

Во время появления на поверхности клетки первой 
борозды ядро находится в поздией телофазе или в ранней = 
интерфазе, До видимого появления борозды на поверхнос= я 
ти яйцеклетки она закладывается внутри клетки как скоп= = 
ление цузырьков эндоплазматической сети. 

Приведенные выше данные были получены Сабтелни и. 
Брадтом ( заьбепу, Вгзаф, 1963 ) На деопардовой лягуш= 
Бе ( папа рар1е1з ).  — НЕ 

Тавим образом, самые 


& 


ГЛАВА п. 


МЕМБРАННЫЙ ПОТЕНЦИАЛ ООЦИТОВ 
Й ЯЦЕКЛЕТОК АМФИБИЙ 


1. Механизмы аствующие в генерации 


мембранного потенциала клеток 


(литературные даннье) 


Без электрофизиологических исследований нельзя со- , 
ставить представление о деятельности нервных и 
клеток, у которых сохранение или | ме 
ких параметров клетки - сущесте 
активности. В 10 же время. 
в хорошем знании оогенез 
ние ограничивается морфоло 


Что будет дальше, - естественно, неизвестно и 
этом, конечно, можно строить предположения, что и бу- 
дет сделано в эзвключении). Полезность твких работ, од- 
нако, очевидиа, так как электрофизиология обладает ме- 
тодами исследования регуляции ионной асимметрии меду 
клеткой и средой, которая характерна для всех, в том 
числе и эмбриональньх, клеток (Никольский, 1965; верени- 
нов, 1966). В этой главе будут рассмотрены литератур- 
вые и собственные данные об одной из электрофизиологи- 
ческих характеристик ооцитов и яйцеклеток - их моибени 
ном потенциале, на связь которого со степенью структур- 
ной и функциональной дифференцировки тканей указывают 
различные исследователи (см,, например, Лазманизова, 
1958). 

Мембранным потенниалом называют разность эле 
ческих потенциалов между цитоплазмой клетки и. 
щей средой, отграниченной от цитоплазмы клеточной 
браной. Хотя, по-видямому, есть достаточные основания 
идентифицировать рассматриваемую в фазиологической ли- = 
тературе мембрану, имеющую высокое электрическое соп `- 
тивление, с электронномикроскопической орион 
мембраной (Ходжкин, 1964; Навъик, нойвиза, 1930; Вгоок, — 

боошов, вис ев, 1952 ), однако, по мнению некоторых ис- 
следователей (см. например, Веренинов, 1966), ‘необхо — и: 
дима осторожность при отождествлении кн 
мембраны с "морфологической" мембраной. 
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щей средой можно зарегистрироветь, вводя внутрь клетки 
зончайший микроэдектрод ( заполненную электролитом пи- 
петку диаметром менее 1 микрона); второй электрод по- 
мещается в окружающем растворе (рис. 1), В момент про- 
кола микроэлектродом плазматической мембраны регистри- 
руется мембранный потенциал порядка ческольких десятков 
милливольт ( 1316, бегага, 1949; Мазфик, Нодек1т, 1950; 
Костюк, 1964; Гуляев, 1964; Латманизова, 1965 и др.). 
Внутренняя цитоплазма клетки эквипотенциальна на всем 
протяжении ( НавЗмага, 3а150, 1957 ). Величина мембран- 
ного потенциала не зависит (или очень незначительно за- — 
виси?) от места введения микроэлектрода (Костюк, епоза- Б 
лов, 1964). 

Разность электрических потенциалов возникает при 
наличии пространственно разделенных электрических. 
дов, основными носителями которых в клетке 
их физиологических средах являются ионы. Сравнение 
вого состава цитоплаамы клеток и растворов, в которых 
клетки могут жить (плазма крови, лимфа, морская. зада ы 
пресная вода, различине физиологические растворы), по 
казывает, что в клетке больше, чем в окружающей с Е 
ионов кадия и меньше - ионов натрия и хлора (Никольский, 
1965). По миогим данным ( Новвкаи, 1731; Лев, Бужинский, 
1961 ; Костюк, 1964а), калий в клетке находится ъ сво-_ 
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бодном состолнии ( Вагазцоск а. обв., 1963; Ходжкин, 


1964; Никольский, 1965). Четкого знания, как поддержива- 
ется в клетке ионный состав, отличный от окружающей сре- 
ды, нет. Предполагается 1), что мембрана клетки непро- 
вицаема или почти непроницаема для ионов натрия и изби- 
рательно проницаема для ионов калия и в меньшей степени 
для ионов хлора. Представить возникновение мембранного 
потенциала можно таким обрезом. Предположим, что мембран- 
вый потенциал клетки равен нулю (конйентрация ионов В 
клетке остаются прежними). В этом случае полозител 
ряженные ионы калия будут двигаться по грэдиенту. 
трации из клетки наружу, а ионы хлора из средн в клезку. 
В результате внутри клетки появится избыток отрицатель- 
вых зарядов, а снаруви - положительных, вследствие чого 
возникает разность потенциалов по обе стороны ме: 
клетки. Эта разность потенциалов будет п 
вать дальнейшему выходу ионов калия и входу шонов : 
Наконец наступает равновесное состояние и разность по- 
тенциалов устанавливается на постоянном уровне - 60 - 
100 мв у различных нервных и мышечных клеток, тои — 
есть мембранный потенциал, или потенциал покоя (так еге 


1) в дальнейшем изложение литературных и собствени 
данных будет обработан с позиции мем НН - и, 
торая более Ни м и 6 


с А Е 4 о зышаповалоь, 


И 4 '1944; Тавв, $ Кокофви, Катара, 1 
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назнвают в отличие от бысзФрого распростраиняющегося из- 
менения мембранного потенциала с реверсией знака - назы- 
ваемого потенциялом действия, посредством которого осу- 
цествляется проведение нервного импулься (см., например, 
Ходжкин, 1964), Теория биопотенциалов интенсивно разра- 
батьвалась на основе данных, полученных на поперечно- 
полосатых мышечных волокнах, где отношение концентраций 
иснов калия внутри и вне холокна, примерно равно обрат- - 
чому отношению концентраций ионов хлора, то есть т = 


[С#Т. Не. 


Ге. ‚ где индекс +1 указывает на ен эм 


ри волокна, индекс о - на наружную концентрацию, В этом 
случае мембрану рассматривают как полностью непроницае- 

мую для крупных отрицательных органических ионов, находя 
щихся внутри волокна. При этих условиях урав ове 
со средой волокно можно считать находящим › до 
ском равновесии ( Воу1®, Содтау, 1943; бопжау, 9 
достикении которого разность электрических потенциалов 
можно легко рассчитать по уравнению Нернста (1) (Мелвин- 
Хьюз, 1962; Даниэльс, Альберти, 1967) (при этом ‘предпо-_ ь 
лагается, что мембрана полностью непроницаема для 
натрия, ри Е. 


[К]. а [Л 
Е=9 и та, И 1 Те ГЕЙ, 


где Е - разность потенциалов, В -Газовая постоянная 
Т - томперетура (по абсолютной шкале), р - Число Фара- 
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дея. Рассчитанные величины во многих случаях оказались 
близкими к полученным в опыте. Представление о клетке 
как о "концентрационной ячейке", находящейся в доинанов- 
ском равновесии с окружающим раствором, стало распрост- 
раненыым. в дальнейшем во многих работах ( ноавк1и, Нах 
1еу, 1952; Ходвкин, 1964; Бейкер, 1968) было показано, 
что изменение мембранного потенциала зависит от измене- 
вия ковцентреции калия в среде, причем эта зависимость 
в широком диапазоне концентраций следует формуле (1)._ 
Этох говорит о том, что действительно калиевый 
ционный элемент играет большую роль в созданий 
ОГО потенциала (особенно при высокой нарукной концентра- 
ции калия). Однако эта зависимость ше увиверсальна. Не-_ 
пригодность уравнения (1) для расчета мембрав 
цигла выявляется при низких наружных к‘ 
лия (Хеджкин, 1964). Исследования, | 
различных типов, показали, что условия, необходим 
доннановского равновесия, существуют не часто; с другой — 
сторонь, плазматические мембраны различных клеток. з 
одинаковы в отношении проницаемости к иочам - 
мембрана нервной клетки моллюсков в покое рем; 
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цению (1) ( Вагпзцоск, Нойвап, Ргоювег, 1963). ЭТИ авторы 
указьвают на участие в создании мембранного потенциала 
гледких мышечных волокон ионов хлора, которые являются 
потенцизлообразующими ионами и в гигаитеких нервных во-- 
локнах (Бейкер, 1068). 

Для поддержания разности электрических потенциалов 
при доннановском равновесии не требуется посторонних ис- 
точников энергии - эта система термодинамически устойчи- 
ва. В то же время стационарное распределение ионов мед- 


ду клеткой и средой в значительной степени зависит 
метаболизма { Мазбак, Нодек1и, 1950; Костюк, 1965) 
бует затрат энергии. это связено с существованием наря- _ 
ду с пассивными потоками ионов через мембрану активных 

потоков, наличие которых не предполагается в доннанов- | 
ской системе. Кроме того для большинства изоли| 
тканей и клеток пассивные потоки потенциалоо 

ионов не одинаковы, хотя это предусматривается | 
Бойдя и Конвея, рассматривающей клетки в состоянии дон- 

вановского равновесия ( Воу1е, Сошчау, 1944; Ходжкин, 
Мартиросов, 1966). В таком случае для расчета ве: 
мембранного потенциала надо знать механаэмы, обес 
вающие прохождение ионов через мембрану, - в частно 
величины проницаемости мембраны для различных вы - 
что ве нужно при установившемся равновесии в. , 
ской системе. Предполагается, что покоящаяся бр 
нервной или мышечной клетки (8, по-видимому, и б' 


ка 


ства всех клеток) избирательно проницаема к калию, 


& 
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есть проницаемость мембраны для калия больше, чем для 


натрия и хлора -Р„> Р ИР. Ходжкин и Горовиц 


Мь 
( ноавкаи, Ногочаси, 1959) указывают, что проницаемость 

мембраны к ионам, особенно к ионам калия, является асим- 
метричным свойством - то есть мембрана ие одинаково про- 
ницаема к одним и тем же ионам в зависимости о? направ 
ления их движения - внутрь или из клетки. 


В первом приближении мозно считать Ру, и Ро: рав- 


ными нулю, тогда мембранный потенциал, хотя и очень гру-. 

‚ рассчитывается по уравнению Нериста (1). Боле з0ч- 
но и мембранный потенциал (потенциал покоя), и ни 
вл действия можно рассчитать из уравнения постоянного 
поля Гольдмана-Ходжкине-хакели - 


с _ АТл Вы [Ме РЕЦ + Ве Е 
= Е Ре [То + Ек [Ко + РГ]: 


где [№о, Ко, [@]. - концентрации соответст 
щих ионов в окружающем растворе, ва], К], [2] в - 
концентрации соответствующих ионов в клетке или воле 
Рна › Рк › Рс1 - проницаемости мембраны для эзих_ 


1) это уравнение называется уравнением постоянного : 
поля потому, что предполагается | та 
электрического поаиала, -. три мемб 

ривеемых условиях ионы 5 по 
и электрического поля. они аци 
А ет бр ропо 
вны в водной среде ( Зи, Каби, 
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В случае мембранного потенциала проницаемость мембраны 


для калия, как уже говорилось, больше, чем для натрия 
и хлора, а для начальной фазы потенциала действия - 
больше проницаемость для ионов натрия. 

Большое значение для развития предстевлений о ме- 
хэнизмах поддержания мембранного потенциала и проведе 
ния потенциала действия имели эксперименты с регистра 
цией потенциалов нервного волокна с удаленной аксоплаз- 


мой и заполненного растворами с различным иониым соста- 
вом. Этот метод, разработанный Бейкером, ХоДЕкинам 
Шоу, дает возможность экспериментатору варьиро ы 
центрации ионов по обе стороны мембрань ( важег, Нодзи, _ 
ЗВа", 1962 ). Эти эксперименть подтвердили правильность 
мембранной теории происхокдения потенциала покоя и 
тенциала действия, созданной в последеви. 
Ходжкином и Хаксли ( бо3аче11, 1966 ) 
позазени и некоторые трудности при упро 
зависимости мембранного потенциала от кокцентраций ио- 
вов и проницаемости к ним ‘мембраны. ак, при | 
в определенных пределах внутренней концентраци 
мембранный потенциал ие изменяется, как того 1 
уревиекие (2). Ходжкин и Катц продполокили, 
дит увеличение проницаемости для калия так 
ведение Р,[К) :; осталось моек тог 


1) Теория Ходжкина дали, оо ‚объясняет ын 
виолоРи ческих явле ета 
объяснения этой те ата о 
ми ракообразных, где в. аи НТ потенциал 
потенциала дейстьйя при 3: 


ионы кальция 2 боры боршииь и, у 4 
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вый потенциал останется без ивменения. Мокно отметить, 
что лодакин, много сделавший и для практики микроэлек- 
тродньх исследований и для теоретического и математиче- 
ского описания биопотенциалов клетки, указывает на це- 
правильность упрощенного и излишне прямолинейного при- 
менения используемых в электроризиологии пормальных 
описаний, и по его опувЫ "подбор уравнений для описания 
биологических процессов часто оказывается хало продук 
тиввым занятием". Очевидно, однако, что удачно выбраи-- = 
ная, хотя и упрощенная математическая модель проц : 
подезна для направления пути дальнейших исслед 

Сейчас мало известно © конкретных мехенизыах, свя- 
зывзющих двизение ионов через мембрану с обменом веществ; 
само ве существование этих механизмов несомненно ‹ Маз 


ив влетвы натрий. В ревультате ке, 
цитоплазма клетки становится отрицательно. 
относительно окружающей № > что ‚вы 


р а 
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жение логично и поэволяет объяснить восстаповление уров- 
ия мембранного потенциала после прохождения потенциала 
действия, во время которого в клетку входит зэначитель- 
ное количество ионов натрия, Это же предположение можно 
применить ий к механизму постоянного поддержания мембран 
ного потенциала, предположив, что в клетку все время по- 
ступают ионы натрия, откачиванием которых занят гипоте- 
зический натраевый насос. Этот насос постолине требует 
энергии, так кзк натрий в этом случае двихется против 
грэциента концентрации, а равновесный электрохимический _ 
потенциал натрия далек от регистрируемого мембранного .. 
потенциала ( Оеап, 1941; Хеджкин, 1964). 

Как и большинству других процессов в клетке энергию. 
дпя нотриевого насоса дают АТФ и другие соединения с бе- 
гатыми энергией фосфатными связями ( = 1961; Зкоц — 
1967). 


В последние годы была обнаружена АТ®-аза, ак- 
тивируемая ионами калия и натрия и ингибируемая 
сердечиым глюкозидом - оубаином (5ком, 1967). = 
Было показано, что добавление в среду ионов ка- — 
лия и иетрия стимулирует гидролиз АТФ в присут- — хе 
ствии АТФ-азы, чувствительной к оубаину. По дан- — 
ным опвчейна и Уиитама ( Брафезв, УЭЗЬаа, 1966) — 
кальций (о влиянии которого на мембранный потен- 
циал и потенциал действия будет сказано. нике 
тормозит АТФ-азную активность, индуцирован 
вами калия и натрия, С другой стороны, ивъе 
АТФ (при изличии низкой концентрации АДР ( 
"э11, 1968 ) стимулирует потоки ионов калия’ 
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натрия черев мембрану ( Кеупез, 1961). По-види- 
мому, происходит фюсфорилирование какого-то не- 
известного вещества, могущего быть переносчиком 
ионов через мембрану. Возможно, что одно и то же 
вещество, находясь на наружной стороне мембраны, 
является переносчиком ионов квлия, затем оно 
проходит через мембрану, освобождается от иона 
калия, зазем, веролтно, фосфорилируется и прев- 
ращается в переносчика иона натрия, перенося его 
с внутренней стороны мембраны наружу (Ходжкии, 
1964). По мнению Муллинса и Нода ( ит 14п8, Мода, 
1968), такая система будет успешно работать лишь 
при условии, что на один перенесенный ион калия. 
переносится примерно три иона натрия. Однакю  — 
связь между выходом натрия и входом калия не дол- — 
яна быть очень тесной, тзк как ионы натрия про- 
долязют выходить из клетки и в отсутствие в наруд- 
ной среде ионов калия (Ходжкин, 1964). Связь пе- — 
реноса ионов с биохимическими процессами 
ходящими в клетне, подтверждается с неожид: 
стороны данными о генетическом контроле ионног“ 
состава клеток. Так, на бактериях получены му 
танти линии, неспособные поддерживать высокую 
внутриклеточную концентрацию ионов калия (Соло- 
мон, 1964 ). Е 


Хотя потенциалообразующими ионами в подавляющем 
большинстве случаев являются одновалентиые ионы калая, * 
натрия и хлора, на электрические характеристики | зам зы 
различных клеток большое влияние оказывают двухвале 
ные ионы и в частности ионь кальция, Так же, как Ё 
зцовенак участия обменных процессов в переносе ионо 
Участие кальция в явлениях переноса интенсивно исс: 


ется, и так же, кэк и в первом случае, пока еще Вы 
во сравнительно немного, а механизм действия в общем 
неизвестен . 

Увеличение наружной концентрации кальция приводит 
часто к увеличению мембранного потенциала (см., напри- 
мер, Герасимов, Костюк, Майский, 1965). Удаление каль- 
ция из среды ведет в большинстве случаев к падению мем- 
бранного потенциала, которое может быть и незиначитель- 
ным (см., например, Кокефаи, Мойа, 1962 ). При дефиците 
кальция в среде нервные и мышечные клезки спонтанно 
возбуждаются. Опьть с применением изотопов показы 
что изменение наружной концентрации кальция существен- 
но влияет на проницаемость мембраны для потенциалообра- 
зующих ионов (Ходжкин, 1964). 

По мнению Кокетцу ( Кокефза, 1965)Х 


фазового потенциала на границе клетка - среда сев" 
ющего, по мнению этого. автора, в создании мембранного р 


де текие действует на р потенциал, к к 
быток в среде ионов калия. -ь. 
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Франкенхаузер и ХоДжкин ( Ргапкопваепвог, Нодеж4и, 
1957) пишут, что в растворах без кальция мембрана теря- 
ет избирательную проницаемость к различиым ионам, в ре- 
эультате чего может произойти падение мембраниого потен- 
циала. Рассматривая гипотезы, объясилющие влияние каль- 
ция на характеристики проницаемости мембраны, авторы 
считают нецелесообразным принять гипотезу об освобожде- 
нии кальцием (при уменьшении его в среде) мест в мембра- 
не ‚через которые проходит натрий внутрь клетки, так как 
принятие этой гипотезы требует принятия и озер 49. : 
полнительных предположений. Более продуктивной Фр 


хаузер и Ходвкин считают гипотезу, высказаняую енени" =. 
по которой кальций может адеорбироваться на наружной 
стороне мембраны, созцавая электраческое поле ри. 


увеличить проницаемость мембраны к ‘цонам калия и натрия. 
По данным Герасимова и Акоева (Герасимов, Акоев, 1967), 
Акоева и Красниковой (Акоев, Красникова, 1967), 
лении кальция из среды в отдельных случаях может 
деться увеличение мембранного потенциала ‚ чо а 
объясняют преимуественным увеличением Е 
мембраны для ионов калия. 


оказаться и тормозящее влияние кальция на 
вируемую АТФ-азу. ‹ 
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Влияние кальция на величину мембранного потеициа- 
ла исследовалось также и на ооцитах и яйцеклетках ам- 


фибий (см. ниже). 


2. мембранный потенциал ооцитов 
и яйцеклеток 


(Литературные данные) 


Практика микрозлектродного исследования и современ- 
вые представления о механизмах возникновения биопоте 
циазлов основываются на тысячах работ, проведенных е 
пользованием техники микроэлектродного отведения, на 
вервных и ыышечных волокнах и клетках. Через несколько 
лет после появления первых работ с использовавием Е 
техники на традиционных фазиологических 
первые аналогичные исследования на ооцитех 
ках ( О1Капа, 1952; Бонеог в. офв., 1954; рай», 
С тех пор опубликовано, по-видимому, около 40 таких ра- 
бот. Работы по электрофизиологии раннего развития. | 
лялись и раньше, даже в прошлом веке. Однако раз 
гие, а часто и несовершенство методических условий 
тов, выполненных, в основном, с внеклеточ н: г эл 
ми, трудность интерпретации полученных данных, - усл 
няют создание сколь-нибудь цельного представли а о 
электрических процессах в ооцитах и лацеклетках мо 
вании ранних работ. Применение же микроэлектродной хе: 
ники к этим объектам, с одной стороны, дает воз вн 
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исследователям в разиых лабораториях проводить опыты, 
характеризующиеся примерно одинаковыми условиями ; с 
другой стороны, в таких экспериментах можно более де- 
тально исследовать механизмы возникновения тех или иных 
электрических явлений и, наконец, применять ддя объяс- 
нения фактов и постановки новых экспериментов наиболее 
удовлетворительную и полно разработанную мембранную те- 
орию биопотенциалов . 

Среди небольшого числа их роолокиредики работ на 
эмбриологическом материале, выполненных за последние = 
15 лет, некоторые уже сейчас имеют “лишь исторический = 
интерес" или носят методический херактер. Однако уже 
модно говорить о существовании определенной суммы зна- 
ний о мембранных потенциалах исследуемых клеток и о ве 
ханизмах, регулирующих уровень этих потенци Н 
ные и будут изложены нике 1), (часть их с 
2). | 


Практически все микроэлектродные исследования на 
эмбриологическом материале проведены на яйцеклетках и — 


вости, трудностью введения мик роэлект рода в | 


1) их довольно по ня ивложанио 
де причиной, которая 
АН 

Вой, так и ив НеНН т: 

мемб олая д 


вы плод В И 


более 1 и 


- = № 


Мембранинй потенциал ооцитов и яйцеклеток 
различных животных (литературные дениые) 


= я 
по- 
| О Вид" тенциал Автор 
в м 
и Е Вся токай 
Сбоциты 
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Тип . Спогваба 

класс Ара 3 в 
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Маепо, 1959 


1) измеряли мембранный потенциал у ооцитов до на- 
чала зеаткообразования. 


ли Лорфман 963), , ито и Е а 
удачном вхождении микроэлектрода регистрируе 


а) Мембранный потенциал ооцитов 


Канно, Эшман и Левенштейм ( каппо, Азитэп, Тоежоп- 
в$е1п, 1965 ) опубликовали данные о величине мембранного 
потенциала и сопротивлении мембраны ооцитов различных 
морских зивотных. Мембранный потенциал и удельное с90- 
противление мембраны ооцита морской звезды Аз%еР1аз 
Гогоез1з -18.2 мв и 859 ом см? соответственно, у ооци- 
тов гидроидного полипа Нуёгас&211а ес№1пэ&а те же па-. Е 
раметрь имеют величины -38.3 мв и 394 ом ем2, у 00 в 
полихеты №еге+з 1115а5а „17.1 мв и 42 ем ем2, у ооци- 
тов пластинчатокаберного моллюска Зрае1а 301141351ща 
-10.1 мв и 5.7 ом ем. ‘Эти же авторы пишут, что при про- 
хождении микроэлектрода через ядерную мембрану ; 
чено появления мембранного потенциала ; соп] 
ядерной мембраны также ниже чувствительности метода а. 

По данным Хирамото ( Нагалофо, 1959), мембранный по- 
тенциал первичного ооцита морского еБа непзсепёгофиз = 
ри ввегР4тив -14.7 мв, мембранный потенциал вторично о 
ооцита у этого же вида имеет сходную величину - 

На ооцитах костистой рыбы Огуз1ае 1 а&1 рез 
рР4пойоп®4тоттев) исследования проводили Маэно, 
и Кувабара ( Маело, Мог1%а, КимаБага, 1956). По их } 
мембранный потенциал ооцитов варьирует от 26% 


- 54. 
а у ооцитов с диаметром 1000-1100 мк происходит обреще- 
ние знака мембранного потенциала. в более поздней рабо- 
те Ито и Маэно ( Т&о, Маепо, 1960) указывают, что реги- 
страция позитивного потенциала у ооцитов 0. 1 61 рез 
бъла вызвана, по-видимому, неудачным введением микроэлек- 
трода в ооцит. 

Больше данинх о мембранном потенциале и удельном `/ 
сопротивлении ооцитов амфибий. В работе Умрата ( ара, 
1954) сообщается о мембранном потенциале поэдних соци- 
тов лагушки К®П® ©8091 е1%а, мембранный позенниел кото- 
рый составляет в среднем -23 мв. В работе Мазно ( м 
1959) указывается, что мембранный потенциал поздних о ци- 
тов жабы ВУГо УШ1взг1з Гогшозиз зависит от степени зре- . 
лости ооцитов, падая по мере их созревания` от -70 мв : 
-30 мв. Удельное сопротивление мембраны _ 
сы2, что в 10-20 раз больше такового у 
ток. Левенштейн и Канно ( Коетепацейи а. Каппо 


1966; 


Могт111, Уафзоп, 1966 ). По 
ооцитов и яйцеклеток правильнее 
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бранном потенциале, а о траискортикальном потенциале, 
что вряд ли верно. Доказательства тогФ, что в кортикаль- 
ном слое существуют какие-нибудь структуры кроме плазыа- 
тической мембраны, имеющие сходные с ней свойства, - от- 
сутствуют. А предположения о наличии такой структуры 
пока нецелесообразны. В этих работах сообщается, что мем- 
бренный потенциал ооцитов Напа р4рзепз -50 - -80 мв 
(отмечень значительные различия в величине мембранного 
потенциала у ооцитов разных самок). Эти данные близки к 
результатам, подученньм Мзэно (1959). Однако другие дан _ 
ные Моррилла и др. © существовании позитивного потенци 
ла у ядерной мембраны осцита ве согласуются с данными 
Канно и Левенштейна ( Калпо, Тоенопз&е4п, 1963,1964) 06 
отсутствии мембранного потенциала у ядер осцитов. 

В общем, можно отметить, что мембранный пс 
и удельное сопротивление ооцитов разных Бивот 
величины, близкие к величинам, полученным при иссле 
нии других клеток (ем., например, Веренинов, 1966) 
некоторым сдвигом величины мембранного поте 
рону меньних значений, а величины ‘удельного 
Ния в отдельных случаях - в сторону больших 31 


6) Мембранный потенциал ялцеклето! 


По данным Тайлера и др. ( ТУ1ег ео 
1736) мембранный потенциал яйцеклетки мс 
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то ( Нагатофо, 1959) сообщил, что мембранный потенциал 
оплодотворенной яйцеклетки морского, ежа С1уреззфет 3а- 
рот сме -55.3 мв, неоплодотворенных яйцеклеток морского 
еха —Гогопе11а 1евпюпг1 -12.6 мв, @ оплодотворенных яй- 
цеклеток того же вида -12.1 мв. Мембранный потенциал ие- 
оплодетворениых яйцеклеток морского ежа Нет1веп$то че 
рый спегг4 ив -8.® мв. Мембранный потенциал у дробящих- 
ся яйцеклеток иглокожих исследовали только Эшман, Канно 
и Левенштейн ( Азатал а. обй., 1964) - он составляет 
-43 мв. Удельное сопротивление мембраны яйцеклеток игло-_ 
кожих, по данным различных авторов (см. Дорфман, 1968), 
изходится в пределах 350-3000 ом сы?. 

Что касается яйцеклеток рыб и амфибий, то у них раз- 
личными исследователями были получены часто рее 
различные результаты, связанные не столько с. 
различиями у яйцеклеток разных видов, сколько 
ми артефактами при попытке введения микроэлектрода в 
клетку. Еще в 1931 году Памфри ( Ривригеу, 1931 ) получил 
даниье, что мембранный потенциал неоплодотворенных ‘ядце- 
клеток форели 5э1то $ а -13 - -18 мв в 5 . 
допроводной воде. Сошка и Одынец ( 5озака, Одута: 
сообщили, что в ручьевой воде мембранный потен! 
оплодотворенных яйцеклеток форели а] по Зь4ае\ 
-57 мв. Мембранный потенциал яйцеклеток узо уп мин 
ся рыбки Огузав 1а61рев, по т ао 
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мембранный потенциал этих клеток около -10 мв. (Контроль | 
прохождения микроэлектродом мембраны яйцеклетки осущест | 
влялся подачей импульса тока через второй внутриклеточ- 
ный микроэлектрод). Ито ( 10, 1962) подтвердил, что мем- 
бранный потенциал яйцеклеток 0. 1э52рез негативен по 
отношению к раствору Рингера и варьирует от нескольких 
милливольт до =10 милливольт. Као (Као, 1955, 1956) в0- 
общил, что ни чеоплодотворенные, ни оплодотворенные. ай- 
цевлетки другого вида рыб Ропдл1 08 1950700144 ‚не Ви —} 
ют мембранного потенциала, а сопротивление их ибра 
около 3450 ом см”. В 1966 году Ито {< то, 49 
вал работу, выполненную на яйцеклетках этого вида; по 
его данным, мембранный потенциал относительно морской — 
воды составляет несколько милливольт (со еее: 

По-видимому, одним из первых, 
ный потенциал яйцеклеток амфибий 
173%; Дорфман, 1935). ве: — 
ал паонлодазверанни Е 

В. Сеггез$та 5 
тельно водопроводной воды) 
личине мембранного потенциала 1 
(© которых значительно позе п 
( Масктвог, Во, 1957) ты = 
несовершенством методики. аи 

Маено установил, что. мере 


вировзиных и уже 
у ва748 Гогювиз 


-А. ем > 
=“ 7% 
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тивление мембраны лйцеклетки, по данным Маено, -200 ком 
см”. Маено работал с полостными яйцеклеткзый, ливенными 
студенистой оболочки, что позволило ему избежать арте- 
фактов, которые были приняты за мембрааный потенциал 
Морриллоы и Уотсоком ( Могг111, Чафзов, 1962, 1966), 6006- 
щившимио позитивном потенциале неоплодотворенных яйце- 
клеток лягушки Вапа рар1епз. Позитивный потевциал был 
отмечен и в нашей работе в 1965 году (Касьянов, Сологуб, — 
19852. й в наших опытах 1965 года, и в опытах Моррилаа = 


в которой описывались изменения еее вет те ициа. 
бластомеров зародыша тритона 171% ага8 р. а воВаы 


ком сы?. В статье Ито и 
мембранного потенциала 


Рис. |, Сжема срегиетрации разности элек- 


С 


перису аогеназа во ЯР 
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преходящее увеличение мембранного потенциала с -15.6 + 
2.3 мв до -36.6 +2,4 мв; сопротивление мембраны в это 
хе время падает с 1.08 + 0,18 Мом до 0.42 + 0.07 Мом 
(измерения провопили в растворе Рингера). [о мнению Вуд- 
взрда, эти изменения вызваны появлением между бластоме- 
рами новой плэзыатической мембраны, имеющей избиратель- 
ную проницаемость к ионем калия и низкое сопротивление 
по сравнению с наружной мембреной, На более поздних ста- 
диях мембранный потенциал отдельных клеток исследовали. 
Тун Ди-чноу и др. ( тп =. о№т., 1965). ил 
различия в величине мембранного циала 
лачных зародышевых листков (исследовались ВЕ 4: 
лы лягушки Папа 02 6топаст] а6а ). Так, нбренний зоо. 
циал клеток энтодермы -55 - ие: в. 
-9 -11 мв (относительно раст 

В целом можно зов 
_ яйцеклеток е 
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и в течение часов в случае яйцеклеток, что несоизмеримо 
медленнее, чем быстрое и обратимое изменение мембранно- 
го потенциала возбудимых клеток, которое получило назва- 
низ потенциала действия. Нзличие потенциала действия у 
ооцитов и яйцеклеток не показано; отпельнье свидетель- 
ства о существовании такого потенииала являются, по-ви- 
димому, артетактами. Опнака рат яйцеклетки способ- 
ва генерировать относительно быстрёе изменения потенциа- 
ла - так называемый потентизл зктивации. Этот потенциая = 
наблюдается в жизни яйцеклетки лишь однажды, в момент = 
ее активации (сперматозоидом, овектрическии в к 


уже активированных яйцеклеток не удается. 

На иглокохих изменение мембранного. 
провождающее активацию яйцеклетки, 
ром с сотрудниками ( ТУР а. 


че 61 - 
.Регопе11а 1ез1еит1 ДЛИТСЯ Около ОДНОЙ минуты, сопро- 


вождаясь изменениями сопротивления и емкости мембраны. 


Средвяя величина мембранного потенциала на максимуме 
падения составляет -2.3 мв, возвращаясь затем в ясход- 
вой величине -12.1 м. 

У яйцеклеток рыб потенциал активации был, по-види- 
мому, впервые описан Маено и др. ( Мэепо ®. офв., 1956), 
которые показали, что в связи с активацией пооисходит . 
быстрое изменение мембранного потенциала яйцеклетки ОРУ 

х1аз 1а&31рез в сторону гиперполяризации. 
{ 160, Мало, 1960 } подтвердили наличие гии: 
цаи мембраны, . предшествующее видимым кортихальным: 
нениям, причем изменения Кикин == сопро- — 
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исходному уровню, изменение мембранного потенциала пред- — 
шествует видимой кортикальной реакции, На яйцеклетках 
другого вида рыб - Ралёл1о8 вефогос11%1в Као ( Као, 1955, 
1936 ) це удалось обнарукить потенциал активации. В. 
1966 году Ито ( 10, 1966 ) сообщил, что в 30% морской 
воде при активации наблюдается слабая гиперполяризация 
мембранного потенциала яйцеклетки, 

У яйцеклеток амфибий потенциал активации был описан 
Маено { Маепо, 1959) ина полостных яйцеклетках =абы. Он _ - 
так же, как и потенциал активации у яйцекле 
представляет собой медленное монофазное 
онное изменение мембранного потенциала, достигающее 
-90 мв относительно окружающего. раствора когда им яв- 

ляется отстойная ан неа: вода 
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В литературе обсуждается возможное значение потенциала 
активации для дальнейшего развития яйцеклетки (Зотин, 
1961 ; Дорфман, 1962, 1963), 


г) Иоинный состав ооцитов и яйцеклеток. 
Проницаемость ооцитов и яйцеклеток 
к ионам . 


Так как описанные выше электрические свойства 
тов и яйнеклеток зависят в значительной степени от. 
ного состава этих клеток и проницаемости. 
браны к позенциалообразующим ве то 
тавовиться на т" на эту и 
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зния калия, а после оплодотворения происходит увеличе- 


ние концентраций и калия, и натрия с более быстрым воз- 
растанием внутриклеточной концентрации изтрия. В резуль- 
тате отношение : изменяется от 10,5 де 7.5. 


[№]. 


Выраженная ионная асимметрия меду клеткой и сре- 
дой отмечается и на яйцеклетках рыб. Као (Као, 1955) 
отметил, что содержание калия в яйцеклетке Рипёа1 чз ве- 
%9гое114из примерно в 10 раз меньше. По данным Ито ( 160» 
1963), во время потенциала активации наблюдается Е: 
чение проницаемости мембраны к ионам калия. Ги 
зация мембраны, вызванная входом ионов калия, 
ся одновременным входом ионов натрия. 

У ооцитов и яацеклеток амфибий исследование 
хания ионов провел Моррилл ( №1711, 1965 
хил, в частности, что ионный состав о 


вании своих данных, 


абл 


Концентрации ионов в поздних ооцитах 
и яйцеклетках лягушки Пала р1р1етв 


(по Морриллу) 


К] 


В ва Зе! 9, М, 


1 


= 4; 
веса 


5” т = —— тыл незнания Те м ыы № 
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1964, 1965, 1967 ) выяснили, что необменивающаяся фрак- 
ция натрия составляет 10-50% от общего количества нат- 
рия в клетке. В последней работе эти авторы сообщили, 
что примерно 48% натрия в клетке связано с белками или 
заключено в клеточных органоидах ; причем в фолликуляр- 
ных клетках И В =опа га41а5а находится не более 5р об- 
щего количества натрия. Оубаин (см. стр. 45 ) действу- 
ет на потоки натрия через мембрану социта, в общем, так — 
же, как и в других случаях - он подавляет деятельность — 
цатриевого насоса, который в мембране ооцита иь еет в 
сколько меньший уровень, чем, например, в мембр 
шечиых волокон лягушки, но обладает теми же свой | 
Оубаин вызывает также освобождение. натрия, связанного в — 
структурах ооцита. Но данным Дика и Ли ( 
существенного влияния на мембранный 
трай оказывать не может. —— — 
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проницаемости мембраны яйцеклетки к ионам говорит тот 
факт, что при десятикратном увеличении содеркания ионов 
калия или натрия в среде мембранный вотенциал изыевяет- 
ся лишь на 9 мв, в ю время как у большинства других 
клеток, в том числе и у ооцитов, при десятикратном уве- 
личении наружной концентрации ионов калия сдвиг мембран 
ного потенциала может достигать 58 мв. В работе Айвара 
(Айвар, 1968) также говорится об отсутствии влияния Ио 
нов натрия на мембранней потенциал социтов травяной ля ы 
гувки Вата $епрогаг1а ‘и указывается, что главный | — 
тенциалообразующими ионами являются ионы калия `и хло а 
По данным Моррилла, Розенталь и Уотсона ( №огг411, Новое — 

$882, Чафвоп, 1966 ), уменьшение наружной концевтраца 
ионов назрия с 111 ми до 7.5 МЫ не изменяет. 
бранвого потенциала поздних ооцитов л 
Дальнейшее уменьшение концентрации 
Дит к увеличению мемд ранки по 
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тенциала активации мемброна яйцеклетки становится бес- 
конечно проницаемой для ионов хлора, в то же время дру- 
гие ионы мало влияют на величину потенцизла активации. 
Бго величина при десятикратном увеличении концентрации 
ионов хлора а ча 56 мв, то есть 


\М = ЕТ 
ПИ 
где у - величина потенциала активации; остальные 069— 
эвачения те хе, что для уравнения (1) - см. стр. 57. 


лачину потенциала активации кальций существенно. ве 2 вая- 
яет). маено пишет, что мембранный потенциал. ооцита име- 
ет примерно линейную енеысы— ыы концентрации понов 


2 
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мембранного потенциала ооцитов различных животных прини- 
мают участие ионы калия и ионн хлора, что характерно 
так-же и для некоторых пругих клеток, в частности, мы- 
шечных. При созревании ооцитов мембрана теряет избира- 
тельную проницаемость к ионам калия и становится у яйце- 
клеток мало проницаемой и для ионов калия, и для ионов 
натрия. Решающая роль в регуляции величины потевциала 
активации у яйцеклеток рыб принздлекит, по-вадиамому, 
увеличению проницаемости шембразы для ионов залаях. а $. 
яйцеклеток амфибий - возмокно, ыы { 
мембраны для ионов хлора Э. 


3. Мембранный потенциал ооцитов_ 


что позволило бы делать более обоснованные сухдечия. 
Очень удобным массовым эмбриологическим материзлом, ко- 
торый можно получать в течение почти всего года, являю- 
тся ооцить и яйцеклетки травяной лягушки ( Вала $этроРа- 
248 ),широко распространенной в окрестностях Ленинграда. 
Однако выбор В. ФфетрогаР1а требовал выяснения причин 
появления иэменений потенциала, позитивности его, кото 
рые отмечались при исследовании яйцеклеток лягушек (ем. 
стр. 58 ); исследование мембранного потенциала разви 
вающихся яйцеклеток. можно было начать 


шения а `задачи - Е 
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серой жабы ( вого Биго ),‚ а также поздние ооциты обнкно- 
венного тритона ( Те1согив упЛ бага е ). 

Ооцить с помощью препаровальных игл изолировались 
из ткани яичника, находившегося в растворе Риигера (ео- 
став раствора - см. стр. 81 ). При изоляции удалялась 

ФВеса ехфогпа яичника. Для лучшей сохранности изолиро- 
ванные ооциты, помещенные в чашки с раствором Рингера 
или другим исследуемым раствором, хранились в холсдиль- 
нике вплоть до момента измерения мембранного потенциала 
в тех случаяк, когда ооциты были вне холодильника 
с ними была опущена в другую ен к 
ра окружающего ооциты раствора была 48-5°)._ 
Ааевлеткя брали ко нижнего одела ийдеводов. ве : 
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водимую Габаевой (19636). Для инъекций жабам мокно ис- 
пользовать гипофизы и жаб и лягушек; лягушкем вводились 
суспензии только из гипофизов лягушек, 

Для работы с развивающимися яйцеклетками травяной 
лягушки проводили искусственное осеменение яйцеклеток. 
На яйцеклетки, предварительно разложенные небольшими 
группами на дне кюветы, наносили кисточкой или пипеткой | 
_ вебольшое количество взвеси спермиев, которую получали 

растиранием в отстойной воде семенников половозрелых 

самцов. Гипофизарные инъекции самцам делать ше нужно, — —] 
так как в семенниках в течение всего года- можно обнару= — 
БИТЬ зрелые сперматозоиды. Неред осеменением необходимо : 
убедиться в подвижности сперматозоидов, ЗАбятдяя под ми- 
вроскопом за их иен капле взвеси. ‚Зара Бе: 
стойной пола: таит о 


из 4 слоев, Три наружных слоя можно у 
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ки недостаточно для исчезновения артефактов. При удахе- 
нии трех слоев, кроме незначительного контактного потен- 
циала, регистрируется только негативный потенциал, поя- 
вляющийся внезапно и имеющий постоянную величину - это 
и есть мембранный потенциал яйцеклетки. Близкая величи- 
ва мембранного потенциала отмечается и у полостных акти- 
варованных яйцеулеток, окруженных только желточной 0бо- 
лочкой. 

Для того, чтобы удалять студенистье оболочки сразу — 
со многих яйцеклеток одновременно, ускоряя тем са 
подготовительную работу для электрофиз 


- 74. 
рефго1, Маов1вап, 05А, и папаина зепадногерманского 
производства, выпускаемого Мерок?в ГарорргАрага%$е, Бари 


954%. 20Я раствор папаина марки КР У111 был приготов- 
лен на 10% растворе Гольтфретера (растворение длилось 

5-6 часов при темпоратуре 0 - +49; рН полученного рас- 
твора - 5.3 - 5.4 ). Исследовали действие этого раство- 


ра при различных рН, полученных добавлением необходимо- 
го количества 0.01 Ма0Н или НС. Результаты, солу- 
чение при использовании папаина двух марок, были зав 
лачными (см. стр. 89. ). : 

Папаин немецкого производства { Мевск*з —- 
ге приготовлялся в виде 58 и 20% раствора на. 10$ ра. 
створе ааа его действие такке исследовалось 
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разность потенциалов между ее цитоплазмой и окружвющей 
средой - так называемый мембранный потенциал клетки. 
Из микроэлектрода, представляющего собой микропипетку, 
заполненную электролитом, происходит диффузия электро- 
лита в клетку. 


Эта диффузия может изменить ионный состав клет- 
ки и в результате будет регистрироваться обуслов- 
ленная этим процессом дополнительная разность по- 
тенциелов, уменьшающая или увеличивающая исходный 
мембранный потенциал клетки. Диффузия электролита 
из микроэлектрода в клетку, имеющую другой вонный — 
состав, приводит также к образованию дополнитель = 
вой диффузионной разности потенциалов. Эта диу-= 
зионная разность потенциалов - одна из причин воз 
никновения собственного потенциала кончика микро-_ 
электрода. Беличину этого потенциала у микро: 


нее, так как в его изменению г 
образные кеты 1951; 


тОвИТЬ микроолектроды, кончик ко 
много меньший диаметра исследуе 
те с небольшими клетками (дизы 
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вотного организма (их диаметр 1500-2000 ык), поэтому в 
ваших опытах применялись микроэлектроды, вончик кото- 
рых имел диаметр 0.5-3 мк. Для изготовления макроэлек- 
тродов стеклянные пирексовые трубочки длиной около 10 
см и диаметром 1.5-2.0 мы вертикально закреплялиеь с 
помощью резиновых дерБателей в аппарате для вытягива- 
вия микроэлектродов, выпускаемыи экспериментально-про- 
изводственными мастерскими ИЗМ АМН СССР (рис. 4). Заго- 
товка пропускается через вольфрамову» спираль, которая. 
при нагревания расплавляет трубочку в средней чаг 
Начальное растяжение создаетсл весом штока с | 


Блок-схема установки для реги- 


рис, З^ страций МИ 


ОСЦИЛАОГРАФ 


УСИЛИТЕЛЬ 
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центрация ионов калия высока, то некоторая диффузия хло- 
ристого калия из электрода незначительно изменяет ион- 
вЫЙ состав клетки (особенно такой бользой, как яйцекле- 
ка или ооцит); об этом говорит то, что регистрируемый 
потенциал практически остается одним и тем хе в течение 
нескольких часов, несмотря на постоянную диффуузию элек- 
зтролита в клетку. С другой стороны, праменение именно 
хлористого калия уменьшает диффузионную разность потен- 
циалов между микроэлектродом и цитоплазмой, так как ио- 
ны калия и ионы хлора имеют примерно одинаковую подвик- : 
ность. Высокая концентрация хлористого калия применяет-_ 
ся для того, чтобы уменьшить сопротивление микроэлек= = 
трода, которое у электродов, заполненных изотоническим 
(118 мм) раствором хлористого калия, достигает 50-150 
Уом, что затрудняет регистрацию внутриклеточных потенци- 
алов, в особенности, меняющихся во времени, так _ 
стоянная времени при использовании таких ар - 
около 500 мсек. Вик применении 
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прерывной регистрации мембранного потенциала первым ми- 
кроэлектродом ( МазёзЕ, Ноавк1и, 1950 ). 

Для заполнения электролитом микропипетки МОЕНО ПпПО-. 
местить в раствор электролита, который нагревается до 
кипения, во время которого раствор проходит в микропи- 
петку. Однако в результате кончики многих микропипеток 
повреждаются. Поэтому удобнее предварительно заполнять 
микропипетки промехуточным заполнителем, имеющим меньшую _ 
температуру кипения, для чего используют метиловый спирт. 
Птезивы с микропипетками погрухают в метиловый спирт» 
который доводят до кипения и кипятят 10-15 минут, после 
чего весь воздух в микропипетках оказывается замеценным 


метиловым спиртом. После охлаждения микропипетки нерено-_ : 
сят на 5-10 минут в следующий промежуточный заполнитель - 
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пряжения на микроэлектроде ; у; - падение нзпряжения 
в цепи, состоящей из микроэлектрода и параллельного 
ему сопротивления сравнения. 

Собственный потенциал электродов в растворе Рин- 
гера бъьл 0-7 мв. Микроэлектроды, имевшие меньшее сопро- 
тивление и больший потенциал, в работе не применялись. 

Через агар-агаровый мостик (2.5 агар-агар ина изо- 
тоническом растворе хлористого калия) микроэлектрод со- 
единялся с неполяризующимся хлорсеребряным электродом, 
соединенным с входом катодиого повторителя. эти элек- —- 
троды изготовлялись из очищенной серебряной проволоки — 
дизметром около {1 мы, покрытой тонким прочным слоем Е 
‘хлористого серебра. Покрытие производилось в ванночке 
в 0.75 # кимически чистой соляной кислотой. К аноду по- 
стоянного_ ‘тока’ присоединялись две проволочки - одна для 
микроэлектрода, другая - для индифферентного. 
расиолизенаого во время опьта в растворе, ‘окрувающем 
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используется катодный повторитель. Схема примененного в 
опытах катодного повторителя с устройством для калибров- 
ки амплитуды, и измерения сопротивления и собственного 
потенциала микроэлектрода приведена на рис. 6. Для 
уменьшения сеточного тока, могущего вызвать деполяриза- 
цию мембраны клетки, применена электрометрическая лемпа 
2921, сеточный ток которой не превьшает 10712а. Сопро- 
тивления сравнения для расчета сопротивления микроэлек- 
трода - 5 и 10 Мом. Калибровочное напряжение 10 или 20 
мв. Исследуемое напряжение с точек Зи © (сы. рис. 6) 
подается на вход усилителя. В качестве регистрирующей си. 
стемы применен осциллограф С1-1, у которого усиличель 
вертикального отклонения бьл заменен усилителем с непо- 
средственной связью (Брейдо, 1961). Схема этого усилите- 
ля приведена на рис. 7. о 
Введение микроэлектрода в клетку осуществлялось. 
вертикально с помощью микроманипулятора ММ-1. Выносная 
лампа катодного повторителя о Ы непо средствен- 
во рядом с микроэлектродом. В хе 2 
струкции деркателя микровлектродов. Ра ‘проточной камеры. = 
В окончательном варианте был использован жесткий тип не. 
дервателя, изготовленного из органического стекла и ук 
репленного на подвижном столике микроманипулятора, В го- 
ризонтальной части канала деркателя (рис. 8а) располо- 
пена резиновая трубочка с агар-агаровым мостиком, в. 
тором находится неполяризующийся хлорсеребряный 
трод. В вертикальной части канала с помощью ви 
врепляется микроолектрод. Наклонная часть 
нена изотоническим раствором хлористого к 


Схема измерения сопротивле- 

- вия микроэлектрода», 
В - эталонное сопротивление 
В - сопротивление микроэлек- 
® трода. 


$ усилит с непосредствен- 
связью, 


Сциллографа С1-1 оставлен вы- 
й каскад Лз и Ла; в,, 38ме- 
Ю на н= 3.3 к; ие 


ВодсоединенИ а Ее рем 1 ша. 


Рис. В. Схема держателя микроэлектро- 
— да и проточной ванночки. 
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Ванночка для проточного раствора с объектом (рис. 
еб) укреплена на столике бинокулярного микроскопа МБС-2, 
под контролем которого микроэлектрод вводится в клетку. 
Йндифферентньй электрод с агаровым мостиком расположен 
над выходным отверстием ванночки, тем самым исключается 


возможность диффузии хлористого калия из мостика в непо- 
средственное окружение клетки, Для закрепления исследу- Е 
емого объекта применялась всасывающая пипетка, установ 
ленная на втором подвижном столике михроманиаузинора Е 
Вевсывзющее давление создавалось движением поршня вири | з 
ца, в баллоне которого помещена пружина. Диаметр кончи- = | 
ка пипетки составлял примерно 2/3 диаметра клетки. В дру- 
гих случаях объект располагался в лунке на дне ванночки. — 
Йсследуемый. объект В ванночке, микроэлектрод с лампой - Е 
катодного_ повторителя, мик романинухятер 1 и микроскоп ‚= ,- 
ходились в экранированной камере. = = 
9 большинстве. опытов  ооциты и < жены были п 
цены в истор рингера. — ав се ь 
и, кс - 3.3 ми, бас1, = ее ММ те других кк 7 уча м 
- 1.9 мм), нансо, - в ми. Для. исследования в 
ионов кальция на мембранньй потенциал были приго 
растворы Рингера с уменьшенным реефин 
8 этой серии в растворе Рингера сб, - 1.9 м, 


о ео 


створе Рингера 1) - 0.5 Са - Са, ак 


— -- = С А 
1 
дева А 


та 


ства его в о в раство 


эбщего 


реек 3 Зы > 
аа Ак м. 5. 


_аальция в растворе Рингера - Са в концентрации, боль- 


+ . 
< ль 


- 82. 

(для поддержания изотоничности раствора) - 4 ым. в ра- 
створе Рингера - 0,75 с»а- Сас, - 0.47 ы; сахарезы 
- 6 ы. В растворе Рингера - с» - Сас1, нотусахарозы 
- 8 Ш. Сахароза добавлялась в растворы непосредствен- 
во перед опытом, чтобы не допустить размножения микро- 
организмов в растворах (Коган, Шитов, 1967). 

Анализ растворов на содержание кальция методом ком- | 
плексометрического титрования не показал присутствия _ 


$. т ) 


м 


шей, чем 0.01 м. Спектральный энализ сухих веществ, - Е 
используемых для приготовления растворов, на спектрогр 
фе СП-22 показал, что содержание кальция в исследуемых 
солях не больше 0.01#. Е. р 
Для гистологического контроля ооциты и яацеклетки | 
фиксировались фиксатором Смита ( эль а ыы в ак 


сливаются перед ре ниыЕ ик - . 12 часов, 1 
тем промывка в проточной воде, после чего материал | = , ы 
но хранить в формалине. Проводка - через. целлоидино 
масло; заливка в парафин. Толщина _ срезов я 
10 мк; срезов оопитов - 5 мк. Опраска 
*окоилином Майера в течение 30 Е.” о 


>. 
_- 
=. 
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в) мембранный потенциал ооцитов амфибий 


Мембраниый потенциал ооцитов поэдних травяяой ля- 
гушки имеет среднюю величину -37.6 (42.0) ма (в скобках 
указаны 95$ доверительные интервалы средних значений). 
Измерения проведены на 126 ооцитах. На рис. 9 показано 
распределение величин мембранного потенциала этдельных 
ооцитов при отведении с анимальвого полушария. Средняя >: 
величина мембранного. потенциала ооцитов в наших. опытах 
несколько меньше тех величин, которье указаны в рабо 
цаено (1959) а Моррилла й Уотсона (1966), что можно 
объяснить и видовыми, и сезонными различиями. Большой _ 
разброс величин мембранного потенциала может быть об-_ 
уеловлен, с одной стороны, вариабильностью мемс у. 
потенциала ооцитов, взятьх от разных санок | 
хе указывают Маено и № орилл и 01 `отсон), 
ны, различиями шембранвьх ме ооцитов, иводедо- 
ванных в разные месяцы. На рис. 9 представлены зн: чен: 
измбранного потенциала ооцитов весенних, Е ‚ен 
их лягушек. В табл. 4 приведены ыы. - бра: 
чотзенциала у ооцитов хягушек, иссле к. 
сяцы. Видно, что максимальной ве. 
Циал достигает у ав › ооокимь. из 
спой (перед началом ик ни; 


У САН РР? ИТ 
У У ЕЙ У Я 
| 7 у УИ У [9 
: ыы 


й 


Ч4овов- 
я ме | 


Чщиоем эннаьб я ихидлыи цонняза: аохипое (ПИ) ивиннозон ични зд омеч 
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Касьянов, 1969а). 

величина мембранного потенпизла ооцитов не зави- 
сит существенно от места введения микроэлектрода, что 
и следовало ожидать, суця по данинм, полученным на дру- 
гих клетках (см, Костюк, Шаповалов, 1964). Иембранный 
потенциал ооцитов осенних лягушек, изыеренный с ани- 
мального полушария, имеет величину -42.4 (+5.4) мв, а 
при измерении с вегетативного полушария -42.4 (46 „З)мв. — 
Очевидно отсутствие различий. 


=> 
-: 


На рис. 10 представлены значения мембранного по- — 
тенциала ооцитов, выдержаиных в растворах с различной _ = 
концентрацией кальция. Следует. отметить значительные в 
лебания в. величине ‘мембранного потенциала, что, зак же, 
каки в предьдущем случае, можно предположительно ‹ ь. 
НИТЬ яндивидуальными различиями | между ляг. — 
торых были ваять оциты, === 


_ величинах мембранного. потенц ала_ 


растворе Рингера и ‘растворе "Ривгере- без кальция, можво 
увидеть иа рис. 11. Среднее значение РЕНИ: этих 1 ы | 


вндерживания ооцитов в растворах. ‘(що зач часов) | — е. 
меченау, х ы = ках ме р 
Различие средних значений мембранного. потек | 


и — 
э|--|---- 


—————.— 


шенным вдвое содержанием кальция статистически не суще- 
ственно, в в растворе Рингера и растворе Риигера с 
уменьшенным вчетверо содоркзнием кальция существенно 
(2.20.5) мв. Тем самым подтверждается зависимость ве-- 
личины мембранного потенциала ооцитов от виекле точной 
концентрации ионов кальция. 

На рис. 12 представлены графики зависимости велия= — 
чины мембранного потенциала ооцитов от времени выдерки- = 
вания в растворе Рингера и растворах с уменьшенной кон-_ 5 
центрацией ионов кальция. Во всех растворах наблюдается. =. 
уменьшение мембранного потенциала. во времени при дли-_ 
тельном выдеркивании (более 240 часов), причем быстрее 
падает мембранный потенциал в растворах с. пониженной 
концентрацией ионов хаязция {Сватолерь Тасьшове 1969 

мне: ‘потен Бон ме - ооцитов серо 
рения проведены + на. 5. соци и нех. 


ма сходные наличии 


\ембранный потенциал. поздних ооцитов. обыкноь ве 
го тритона имеет он -26 .8 (48.2) м. Ее ‘ерен 


5, нех 


чи еее ты 55 ыы 
получившие меньше р золичинь ь 


диаметром до 300 мк. 


Рис. 12, Зависимость величины МП оцени 


от времени выдерживания в растьс. 
ан: [2 ив ить ти. 


абсцисс - время выде 
устворах. (в часа), 


- № =” 


----ш----в === 


} 


--лы- --==----ы: 7% 
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Таким образом, мембранный потенциал поздних оопи- 
тов исследованных видов амфибий имеет величину, близкую 
полученной на других видах другими исслелователями . 
уменьтение концентрации ИОНОВ кальния в окружающем ра- 
створе, так же как и длительное вндерживание ооцитов в 
растворе Рингера приводит к деполяризации клеточной мем- 
браны, что согласуется с литературными цаинными, получены 
ными на других объектах, 

Гистологический контроль показал, что все ооциты, 
мембранный потенциал которых измерялся, относятся к 
ооцитам последнего года развития, Они имеют бользой за- 
родвшевый пузырек и много ядрышек в нем, Введение ми- 
кроэлектрода че вызывало разрушения зародышевого пузырь- 
ка (см. рис. 13). Длительное выдеркавание осцитов в ра- 
створах е пониженной концентрацией кальция также не при- 
вело к существенным ‘изменениям в структурах дит, ви- 


ДИМЕХ на гистологических Преворетах. 


г) аа — яйцеклеток 
амфибий — 


При введении микроэлектрода в яацеклетку, окрулен- -. 


ую всеми слоями студенистой оболочки, регастрируется_ 
потенциал, положительный относительно окружающего ра- 


‘твора ( №7г111, уаёвоп, 1962, 766). В наших опытах т 


т кА > 


читивный потенциал отмечен и’ при введении Е В =: 


и 


8 в кретку, окруженную золько’ двумя слоями студенистой _ =. 


"болочки. На рис,14 представлены _ типичные ® кривые, по- 


% 
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6 
® 4 2) р 


ооФФФ 
офф 
ово 
Ф9Фо 


зб: 


5 —_.: — | 


‚58 в = по оси орди- 
‚ разности потен- 


лучениые при введении микроэлект рода в такую яйцеклет- 


ку со стороны “НИМального и ве готативвого полушарий. 


Б большинстве случаев по мере продвижения микроэлек- 
трода вглубь клетки отмечаются три потенциала - первый 
со средним значением -27 .4 МВ у ВТОРОЙ - с0о средним зна- 
чением +16.6 мв и третий _ со средним значением -8.7 мВ, 
причем наблюдались отличия в величине этих потенииалов 
при отведении с анимального и вегетативвого полушарий . 
При введении микроэлектрода в яйцеклетку, окружеи- 
ную одним слоем студенистой оболочки (три нарувных слоя 
удалены с писмощью скальпеля), картина меняется. Первый 
потенциал примерно той хе величины, что ив предьдущем 
случае, сохраняется. он появляется постепенно по мере 
введения микроэлектрода в клетку и внезапно сменяется 
новой велачиной, после чего при дальнейшем продвинении 
микроэлектрода изменений оо лиана ве 


Зт0т второй позе - имеет ве 


42 в полостную уже активированную. НЕЕ Очень 
близкую величину получилиМаено ( Маепо, 1959 )пра язие-— 
рении мембранного потенциала акфивированных подосзных _ х Е: 
яйцеклеток японской кабы, Ито и Хори ( 1%, Нога, 196 и. ы. 
при измерении мембранного потенциала яйцеклеток : гиен и- 58 
Нобрюхого тритона и Ито и Маено ( Т&о, Маепо, 19 ) п ый 
измерении мембранного потенциала яйце клеток нае 
68 Подача импульсов тока черев. еле х. > 
электрод, проведенная этими авторами, г 5 ее" Ех 


ке *-®- 


регистрирующий микрозлектрод виходузея. м а 


& - % д 


5% Е 
<= а а < 
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и жвмеряется ее мембранный потенциал. Совокупность 

всех эзих данньх позволяет считать, что приведеиная вы- 
ше величина -12.9 (40.5) мв является. величиной мембран- 
вого потенциала яйцеклеток травяной лягушки. В назих 
опытах использовались неоплодотвореиные яйцеклетки, иа- 
ходившиеся в течение некоторого времени в отстойной во- 
де или растворе Рингера, что приводило к их активации. 
Таким образом, измеренный мембранный потенциал представ- 
ляет собой мембранный потенциал уже активированных яйце- 
клеток. Опыты с неактивированными яйцеклетками показали, 
что их мембранный потенциал имеет ту же величину. На — 
рис. 15 показано распределение величин мембранного по- | 
тенциала у отдельных активированных яйцеклеток. Нозхо = = 


мембранного потенциала. = 
Первый потенциал, появляющийся. постепенно. шо › мере 
продвижения микроэлектрода, рег! трируе $ ‚к 
трод еще не прошел через мембрацу - Этот потенциал выз- | 
ван, по-видимому, мехеноэлектрическими явлениями в. со : 
чике электрода при давлении, возникающем при прогибе — | 
мембраны ( 14, Нога, 1966 - = 


паина на студенистую оболочку и на развитие 
травяной лягушки. 

20% раствор папаина марки № У111 при рн? 5 
удаляет набухвую студенистую оболочку. = а. ры 
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о часов при температуре +209 (в 60-70 мл раствора папа- 
ина нзходилось 50 яйцеклеток); те же слой иеиабухшей 
студенистой оболочки распадаются через 5 часов. Бнутрен- 
ний, четвертый слой студенистой оболочки приобретает 
вид молочно-белой пленки, которую легко удалить иглами. 
При РН 6.8 три наружных слоя студенистой оболочки распа- 
даются в течение трех часов (рис. 16). 

10-15-часовое выдерживание ранних бластул в 20$ ра- 
створе этого папаина при рН 7.0 (температура +209) не 
останавливает развития - у 49 из 50 зародышей гаструля- 
ция прошла нормально. Позже из вих (с опозданием на = Е 
ни сутки по сравнению с асы внлупились нормаль- 
ные личинки. 

Так как папаина этой марки не было в достаточном 
количестве, дальнейвая ‘работа проводилась с  папаином = 
западногерманского производства . 208 рае этого папа- 
ина при РН 6.8 ве приводит к распаду ненабухшей студ! 
нистой оболочки даже в течение суток. 58 его = ) 
при рН 5.2 разрушает три наружних слоя со мн- 
лочки в ненабухшем состоянии через 4 часа (рис. У 
Внутренний слой так же, как и в вышеприведенном 
превращается в волокнистую пленку, легко улзавцую 
паровальными иглами или током. 
из пипетки. 

Четнырехчасовое выдеркивание ранних блату 1 ва 
растворе этого папаина при рН 5.2 ше преплзствует р 
Витию до стадии нейрулыь; дельше разовтие не ищет. 
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рок могут соыть связаны с различиями в составе папаина, 
представляющего собой смесь протеаз. На дальнейшем раз- 
витии яйцеклеток после действия папаина, выпускаемого 
Могск *з Бабогргёрагае, мог сказаться слишком низкий 
рН среды (5,2). Тщательное промывание зародьшей после 
действия этого папзина не предохраняло их от дальнейше- 
го распада на отдельные клетки; в то хе время поверх- 
ность неоплодотворенньх яйцеклеток, по-видимому, не 
повреждалесь . —- ее 
В последующем было проведено сравнение величин ыеь 
бранного поченциала и у которые ри на ы. ых. 


яйцеклеток, .у которьх все ‘слои оболоч К ки удалены © = п 
щью папаина. Тем самым можно было зыявить | вл 
вертого слоя студенистой оболочки (| не удаля 
нически ) на рорпнриву ку релачину по озовциа: я 


растворе Гольтфретера. На рис. 18 представлены с гм ча и 
значения мембранного потенциала и их доверительные ДЕ 
тервзль у яйцеклеток контрельной и опытной. груш Ш. 


ее. слоя студенистой срарви не. 
явлению артефактов, и Ре = при 


клетки. Даннье других авторов. С о 


Ки 
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4959 ; т$о, Маепо, 19 60) показали, что желточиая оболоч- 
ка, не удаленная в изших опытах, также не влияет из ве- 
зичику регистрируемой разности потенциалов. С другой 
стороны, опыты с папаином показали, чт0 для стзидарти- 
зации условий и ускорения озботы можно при выде реивании 
яйцеклеток в различных средах уделять у них предваритель- 
студенистую оболочку с помощью панаина. 

Регистрируемый мембранный потенциал несущественно 
отличается при отведении с различных участков яйцеклет- _ 


ки, что видно на рис. 19. В ыы: опыте кие — 


Но 


Различия тотиотически не ву а: Эти Бе 
совпадают с данными Ито и ори ( 11°, Нога, ыы а об | © - 
сутствии существенных различий в величине `мемб анног 101 : 
потенциала в разных полувариях яйцеклетки  тратона = гро 
тиворечэт ‘результатам более ранних работ (Дорфман, 195: 


1 1сКк1иЕог, В] очи, 1957 . — = = 

В другом опыте измерялся нива | сы и 
дотворенных недробящихся яйцеклеток в районе. ° о 
ца (С), являющегося биохимически наиболее активным Уч 
йцеклетки и имеющем © а а 
главу *)- одно 6 и 


стком развивающейся Я 
Ренстическое звачение (см. 
ных денных с величинеми мемб ты 
ведении с маргинальн 
(0) яйцеклетки также 


рифов фе оин- 
о омывает оо топит ео оч кори нь побьнттоя д чело 


личий (рис. 19, нижний график) (Касьянов, 1969а). 

Результаты измерения мембранного потенциала опло- 
дотворенных яйцеклеток в различиве моменты развития це 
начела дробления приведены в табл. 9 и на рис. 20 (Ба- 
съянов, 19680). 


Таблица 3» 


Мембранный потенциал развивающихся яйцеклеток 
травяной лягушки в период до дробления = - 


Интерва- 
82 [тия в ми- 
нутах 
1. | 1645 | ааа Е 
2. | 46-75 | чавнл | +24 
3. | 76—05 чат н.5 р 
4. | 106-185 |187 .5 
5. | 186-165 |-18.742.2 
6, | 16-165 > 
о ия: 1 - среднее значение МП в ми. 
вольтах, и. ых доверительный миеы 


среднего энёчения, ® - ‚стондартное ‹ 
ние, *, - стандартная ошибка ег 
чения, й - число. 


В шестом ряду предст 
16 по 165 минущуе 


Рис | 
сту Денистой 0бол у ЛАлени, 


ром папаина. "ЧК Раоть. 


По оси о 

Слева - а № ом 
ной группы (3 
оболочки Удале 
скальпеля), справа - у 
киеток после удаления ый 
НИСТОЙ оболочки Раствором па- 


ве: Показаны доверительные 
же лы средних значений, 


Е де твист м 
` 


:. 1и, МП яйцеклеток травяной лягуз- 

_` Жи при измерении с различных 
__ Участков яйцеклетки. 

_ По оси ординат - М (в №). 
А - район анимального полюса, 
_В - район вегетативного полю- 
са, С - район серого серпа 
(дорсальная сторона), 2 - 
район маргинальной эщны (вен- 
тральная сторона), | - сред 
_ № з1 МП м его довери- 
тельный интервал. 
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учитывались лишь те значения мембранного 8 >= ко- 
торые были получены на яЯцеклетках, в дальнейшем 'разви- 
раввихся. Из результетов слепует, что на протяжеции 

165 минут после осемевения величина иембранного `потенци- 
ала остается достаточно востоянной, что подтверждается 
результатами ег дисперсионного анализа (табл. 
6). Так как д < 32 ‚0 есть вариация по заковомерному 
фактору меньше Эа по случайному. фактору» ® ее 
чия незначимы (Урбах, 1964). - =. 


Результаты однофакторного дисперсионного ее 
анализа по данным измерения МИ развивающихся 
яйцеклеток травяной лягушки в эй: 2. п - 


: 8- сумма квадратов 
В _ число степеней своб 


оценка дисперсий, и 
персий. Так как д 


В главе 1У приведены результаты центра Ту гирования 


групи оплодотворенизх яйцеклеток в период до дробления 


(ари длительности центрифугирования 3=5 минут). эти ре- 


у 
щихся из таких яйцеклеток, зависит от времени начала 


центрифугирования, что указывает на прохождение яйцеклет- 


льзать показали, что количество зародышей, разраваю- 


ками в этот период развития различных фаз, неодинаково 
реагирующих на центрифугирование. В то же время измере- 
ние мембранного потенциала не показало связи. разлачнык = 
дез развития в период де дробления, выявляемых ‘центрифу-_ 
гировением, с уровнем мембранного потенциала. - 
На рис. 21 представлены. значения Вы потен- . 


пизла веоплодотворенных. активирове 
дерканньх в растворе. 'Рингера ив `раство 
кальция. Уже после одного часа. выдерживания га 
различия в величинах мембранного потенциала 51 хо 
ток - средняя величина. мембранного потенциала ‘яйце ле 
ток в растворе Рингера -8.8 мв, а в растворе Рингера ' ез _ 
кальция -5.8 мв. В дальнейшем величина мембранного по-_ —- 
тенциала яйцеклеток в растворе Рингера больше таковой ь к: 
растворе Рингера без кальция, причем значительное уме ь- 
шение мембранного потенциала наблюдается в течение пер 
вых двух часов. На рис. 22 видно, что средиее энечение к 
разности в величинах потеициала, измеренных в Этих ДВУХ. ь 
растворах, составляет 45.1 (40.1) мВ (Святогор, Касья- = 
нов, 1969). о 

Сравнивая величины мембранных поте 


И 


: 
м1 
иалов ооцитоя 
4 


Рис, 21. 


МП яйцеклеток в растворах с 
различным содерканием _ поно 
калиция. 

По оси абсцисс - время выдер- 


живания в растворах (в часах), 


вече” по оси ординат - МП (в ив). 
` = нее значение УП и его 
== — ный интервал в раст- 
2 — | ‘ Ее Ен 
в = Ё = ъ- 
— мощ > _ вречение м и его доверител 
о ПВ интервал в растворе Ринге- 


ра без ионов кальция. Количест- 
во измерений для каждого сред” 
него значения - 40. - 


>. 
= С 


р яйцеклет3ск Б растворе Рингера и 5 ы 


и растворе Рангера без 
х Ра удалении ионов рлаия 


т: 
мембранных Потенциал яйцеклеток уменьшзется на большую 
величину, чем мембранный потени 


>; ЧТО р 


зцаая осцитов. 


И в опетах е осЦитами, и в опетах се яйцеклетками 


уменьшение содерзния ионов кальция в растворе достига- 
лось за счзт уменьчения концентреция хлористого кальция, 
то есть удалялись ий ионы кальция и иовь хлора. Однако 
удаление последних вряд ли могло оказать влияние на мем- 
бранный потенциал. Так, например, в растворе Рингера 
без кальция содержание ионов кальция по сравнению с нор- 
мальньм раствором Рингера уменьшается на 100%, а содер-. 
зение ионов хлора - всего на 1.6%. 

Для сохранения изотоничности раствора удаленный 
хлористый кальций замещали сахарозой, которую ‘обычно ис-_ 
пользуют в электрофизиологических работах в связи с зем, 
что ее влияние н8 электрические параметры клеток не су- 
цественно (Костюк, 1960). 

Полученные различия в величине мембранного ыы 


ис > 


ана, по всей видимости, нельзя объясиить и нение | 
ионной силы раствора, так ках удаление и Е 
ция из раствора или уменьшение его концентрации ма: и ой 


сказывается на величине ионной силы или: :: 
сериях с кальцием, от клинируы р ое а бы вы | | 
(1959) и Морриллом и Уотсоном (17 ва г быть 

НВ с видовыми отличиями ооцитов я оз 
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посредственно после помещения клеток в ВАННЫ 
створ. В наших опытах клетки находились в исследуемых 
растворах достаточно долго, чтобы достигнуть стационар- 
ного распределения ионов мекду клеткой и средой, По ли- 
хературннм данным можно охидать, что двухчасового вы- 
держивания достаточно для уравновешивания иониых пото- 
ков через мембрану клетки, помещениой в среду с изменен- 
ным ссдерканием ионов кальция (см. например, Никольский, 
1965). | | 

Так хе каки в случае ооцитов, длительное выдерви- 
вание яйцеклеток в растворах Рингера и Рингера без каль- 
цвя приводит к уменьшению величинн мембранного потенци- 
ала. | | | 

Измерение мембранного потенциала неоплодотворенных — 
активированных яящеклеток серой хабы (с удаленными ва- 
рувными слоями студенистой оболочки} показало, что их > 
мембренный потенциал сходен с таковым яйцеклеток травя- = 
ной лягушки и имеет величину -18.1 (+0.9) мв. У полост-_ 
аых яйцеклеток японской жабы мембоанный потенциал имеет 
очень близкую величину -12 мВ ( Маето, 1959 ). = 

Таким образом, мембранный потенциал яйцеклеток т 
следованных видов амфибий имеет величину около 10 ю,_ Е: 
которая близка полученной рядом авторов ма других в\ ее = 
Уменьнение внеклеточной концентрации ионов зальщияь 3 к 


Риигера, приводит к уменьшению мембранного ме 
Улаление трех наружных слоев студенистой. 


_ва гистологаческих преп арз - 
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ходимо для устранения возможных артефактов. Для удале- 

ния всех слоев студенистой оболочки можно использовать 
препврат папзин, представляющий собой смесь протеолити- 
ческих энзимов. 

Результаты сравчения собственных и литературных 
данных © величине мембранного потенииала оопитов и яй- 
цеклеток резличных видов амфибий будут приведены в за- 
ключении. 

Гистологический контроль показал, что неоплодотво- = 
ренн-е яйцеклетки, мембранный потенциал которых. иомеряя- 
ся, имели нормальное строение. Ялительное НН - Е 
яйцеклеток в растворе. Рингера без азия че Е: к 
существенным изменениях в ; серу : уре яйцеклет« 
ратах . 2 р 
клеток, отуденистье оболочки которых были Е 
мощью папаинз,. подтвердил ыы студени 
КИ ВквЕе яйцеклетки. 


«и: 


и... 


ГЛАВА Ц 
и 


РЬАКЦИА КОРТИКАЛЬНОГО СЛОЯ Я7ЦЕКЛЕТОК 
И ООЦИТОВ ТРАВЯНОЙ ЛАГУШКИ В ОТьЕТ 
НА МЕХАНИЧЕСКОЕ ПОВРЕЖДЕНИЕ 


1. Кортикальная реакция у яйцеклеток 
амфибий (литературные дзиные) 


у неоциодехиоренных И деклезе бесхвостых амфибий 
как прошедших, так и полосеных яйцеклеток, В ответ на | 
механическое повреждение - например, укол портикально- 
го слоя иглой - развивается кортикальная реакция. „В _ 
зультате кортикальной реакции происходит ккзиващий > 
цеклетки к развитию } вторично. вызвать эту реакцию нель- 
_ вя, ее нельзя получить и у ооцитов до завершения созре- 
| вания. В ходе кортикальной реакции наблюдается распад 
кортикальных гранул 1) и ни их зедерущието. в пери- 


1859), большинство кортикальных гранул в-ходит из "жа -_ = 
клетки травяной лягушки ( Папа \епрогага ) В печени — Е 
20 минут после осеменения. о? 


Чул нет 38500] 5, 


у уацеклеток ани амфибий кор ых 


Е - 100. ‚№ 
Осанаи ( Овапа1, 1960 ) пишет, что через 5 минут 

после оплодотворения кортикальнне гранулы на срезах 
вйцеклеток Виго уз1ваг4е Гоги. становятся уплощенинми 
И уменьшаются в числе. Черев 30 минут после оплодотво- 
рения кортикальных гранул в яйцеклетке уже нет, они вы- 
ходят из кортикального слоя в перивителлиновое простран- 
ство, Где содержимое их эначительно обводняется. Но дан- 
ным Кемпа и Исток ( Кошр, Тэфоск, 1963), кортикальная ре- 
акция у яйцеклеток Вепа р4рзепз наблюдается на 10-15 
минуте пребывания яйцеклетое во взвеси спермиев при ком- 
назной температуре. Цри активирований яйцеклетки укодом В: 
игль распад кортикальных гранул начинается примерно че- 
рез 45 секунд после укола. Кемп и Исток делают вывод, 
что на прохождение студенистой и хелточной оболочек 
спермии затрачивают 10-15 минут ( Кепр, Тэ%оск, 1967 ). 
По наблюдениям этих авторов во время кортикальной реак- : 
ции поверхность яйцеклетки внезапно становится "рябой" 
и столь же резко эта рябь сменяется относительно глад- | 
кой поверхностью. Длительность кортикальчой реакции при 


комнатной температуре - 1-1 5 минут ( Кевр, Т3%0ск, 
ния ( удал долзев, 


Электронномикроскопические исследова | 
тикальной ре- 
] 


19666) говорят об исчезновении во время кор 
акции оболочки кортикальных гранул и плазматической мем- 


браины в месте их выхода. 
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8. Кортикальная реакция у яйцеклеток 


мам плит льда о. ощмыф- прольется: о сакнь мет ит == = = <-> 


травяной лягушки (собствениые данные) 


Опубликованные данные о кортикальной реакции у яй- 
цеклеток амфисий были получены из фиксированном матери- 
але, ч5о имеет свои преимущества и недостатки, прихиз- 
ненные наблюдения чад кортикальной реэкцией проводились 
на яйцеклетках иглококих, рыб и других животных (ем., 
например, обзоры у Зотина, 1961; `Ринебург, 1968) ; ана- 
логичиых работ ча яйцеклетках амфибий в литературе обна- — 

ружить не удалось. 

Прижизненная регистрация кортикальной реакций - в. 
точнее, распада кортикальных гранул - позволяет достато- * 
чно просто определить временные параметры этой реак= 
ции (а в дальнейшем сопоставить их с временными пара-_ .‚ 
метрами других изменений, связанных © кортикальной реак- ы 

1 
Ч 


: 
цией, иапример, потенциалом активации). Излагаемые нихе_ | 
результаты были получены на полостных яйцеклетках травя- 1 
ной лягушки. о 

опьтн были поставлены при двух температурах 44.5- 


15.5%) и +5°. Полостные яйцеклетки были помещены в 0.328 — : 


раствор НаС2. лицеклетку укальвали В анимальном | ыы 
варии стеклянной микроиглой диаметром 1-8 Мк» р а 


нение черного фона улучшает условия из 
за уколом следует 


Непосредствение 
кортикальной реакции, в Течение которого мер 
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хортикельных гранул. Длительность этого периода зависит 
от температуры с температурным коэффициентом 940 рав- 
ным 2.8. Так, при температуре +44.5-15.5 59) длительность 
латентного периода составляет 15.3 +1.2 сек., а при 
температуре +5° - 43.0 + 4.5 сек. 
После окончания латентного периода начинается рз- 
спад кортикальных гранул вокруг места прокола, что вид- 
но по появлению мелких круглых углублений, напоминающих 
рябь. Вскоре они исчезают и поверхность клетки в этом 
месте снова становится гладкой, в то время как такие 
зе углубления появляются на соседних участках поверхио- 
сти, расположенных дальше от места прокола. Через неко = 
`  зорое время и здесь "рябь" исчезает, и распад кортикаль- 
вых гранул начинается в новом более дальнем участке по- 
верхности. Так по поверхности яйцеклетки проходит дВи-. 
хущееся кольцо распада кортикальных гранул (рис, 23). —. 
Бело измерено время движения этого кольца по. анимально = 
му полушарию от момента укола в околополярной области 
_ © момента исчезновения кольца распада на экваторе. Это 
время так хе зависит оф температуры с температурным ко- 
эффипиентом 95 равным 3,7. Так, при температуре 
44.5-15.59)указавное расстояние кольце Нет проходит | 
38 79.6 + 3.2 свек., а при температуре +5° - за 288.5 # - 
2,8 сек. Так как расстояние от голюса до края околопо- — 
лярной области, в пределах которой были нанесены уколы» = 
около 209, то следовательно, было измерено время о5- 
дения кольцом распада кортикальных гранул шарового. ы 
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мента, дуга которого от места укола до экватора равна 
70-1109 ‚ При радиусе клетки, равном 1 мм, длина этой 
дуги равна примерно | ,2-1,9 мм, Следовательно скорость 
прохождения кольца распада кортикальных гранул в ани- 
мальном полушарии составляет 0.018-0.029 мым/сек (или 
6.48-10,44 см/час) при температуре 44.5 - 15.5’) и 
0.005-0.007 мм/сек (или 1.80-2.52 см/час) при темпера- 
туре +5”. 

Можно отметить в связи с этими данными, что потев- 
циал активации у яйцеклеток травяной лягушки имеет зна- 
чительно меньший лачентный период (3-5 сек. при комиат- 
ной температуре). Регистрация потенциала активации в 
различных участках поверхности яйцеклетки после активи- 
рующего укола в одной точке показывает, что начальный 
период почеициела. активации регистрируется во всех т0ч- 
зах поверхности, и его возникновение не связано с про- 
ховдением кольца распада кортикальных гранул через эти 
зочки (Айвар Ю.П., личное сообщение). То есть и по вре- 
мени латентного периода, и по скорости распространения 
потенциал активации (точнее, его начальные изменения) — 
предшествует распаду кортикальных гранул. з 
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н8 МехвНИЧесКое повреждение ограничивается закивлением 
обрезовавшейся раны, Первым этот процесс подробно опи- 
сал Гольтфретер ( но1 «Грофег, 1943), обнарувивший две 
фавы в процессе закивленил раны и различный характер их 
проявления в разных эксиериментальных условиях. По мие- 
нию левтрупа, исследование процессов при заживлении раи 
имеет общеэмбриологический интерес, тая как проникнове- 
ние спермия и выделение полярных телец во время делений 
созревания мокно рассматривать как нанесение ран корти- 
кальному слою яйцеклетки ( 19уёгор, 1965 ). С другой сте- 
роны, нанесение искусственных ран и наблюдения за их за- 
вивлением - один из способов исследования кортикального 
слоя яйцеклетки, а также один из способов исследования 
(и достаточно удобный благодаря бользим размерам яйце-_ 
клетки) регенерационной способности клеток. Наконец, — 
подобные работы имеют и чисто методический смысл. Введе- 
ние микроэлектрода в клетку сопровождается нанесением = 
влетке раны, и знание процессов заживления ран полезно — 
для выясцения степени повреждения и его дальнейшей репа- | 
рации. о 
На ооцитах и яйценлетиауеравяной лягушки еее Не: 
движения краев надреза кортикального слоя т зодлеБзще! | 
Цитоплазмыы исследовала Детлаф © сотр. {: а г к 


У ое м не ь 
1964; Детлаф, 1966, 1967). В этак роботах пр и 
Чые об изменении поведения рее подрова в ход ю во 
ция ооцитов под действием гонадо оцных Го 


До начала действия 


741 ‹ 7) Ч № у 
И Ц Че ОЛЯ О ЧР НЫ" 
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последующих часов кортикальный слой ооцита ие проявля- 
ет способности к сокращению, Нанесенная рана существу- 
ет очень долго и закрытие ее происходит очень медлев- 
но ( Ре аг Ге #1., 1964). у ооцитов в периоде инерции 
созревзния (то есть в периоде, когдз для завершения со- 
зревания ооцит уже не нуждается в присутствии ронздо- 
тровньх гормонов) поведение “раев надреза меяяется, что 
ззходится в связи с одновременным растворением зароды- 
зевого пузырька. Незадолго до начзла этого пержода ран- 
кв затягивается несколько быстрее, чем раньше ; на ее 
месте остеется легко резличимьй шов (Детлэаф, 1966). 
После растворения ззродьшевого пузырька происходит рез- 
кое новышение сокро ‚вительной способности кортикального ‘ - 
слоя, Ранка закоБвается в течение изскольких минут и_ | 
поезде исчезает. Вслед за расеворением мине. 
пужнрька и появлением сократимости кортикального слоя _ 
наступает изменение осмотических свойств цитоплазмы, в. = 
результате чего при нанесении надреза из ооцита выхо- Е 
дит часть содержимого - образуются "экзоваты" ( 091427 
9% ®1., 1964). Для проявления сократимости корзакаль- 3 
ного слоя необходим выход ядерного сока в | | 
Кариоплазма, взятая из Е начале пери’ 


никновение сократительной способности = 
слоя у ооцитов, находящихся в р 
зревания ( 0011 © .,. 
Зованием актиномицина 


106. 
способности кор- 


данные с приме- 


ных РНК в стимулировании сократительной 
тикального слоя. С другой стороны, @е@ 2 


нением пуромицина говорят об участии В стимуляции этой 
х звеньев белкового 


или во время 


способности и пуромициичувствительны 
синтеза, причем эти процессы происходят до 
растворения зародышевого пузьрька (Детлаф, 1967). 
Зотин и Поглазов (Зотин и Поглазов, 1962) пишу? © 
появлении сократительной способности кортикального слоя 
амфибий до начала дробления. ЗотИиН ( 2043, 1964) указы- 
вает, что реакция сморщивания в ответ на раздражение 
(по которой автор судит © наличии сократительной способ- 
вости кортикального слоя) появляется у яйцеклеток аксо- 
лотля через 60-80 минут после оплодотворения. Джинджеля 
и Палмер (6416911, Ра?шег, 1968 ) обнаружили сократи- 


Г 


тельную способность кортикального слоя у яйцеклеток шпор- 
цевой лягушки Хепориз 1аеу1 5. . 
На основании этих данных можно предположить, что в | 
ходе созревзиия ооцитов происходит синтез сократитель- 
ных белков (или белка), участвующих в процессах заживле- Е 
ния ран. Возможность присутствия сократительньх белков : 
в плазматической и других мембранах клетки и факты, под- р 
тверкдающие эту возможность, обсуждаются во многих бо- | 
тах (Воробьев, 1966; Нейфах, 1967). Таким образом, 


личия в поведении краев надреза у ооцитов и нацеклеток 


говорят не только об изменениях в кортикальном р ь ь 
при созревании, но, возможно, и более определен 


изменениях в плазматической мембране клеток. 
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Описание процесса заживления ран у созревших яйце- 
клеток амфибий было сделано Гольтфретером ( ото ог, 
1948) ш Долландером с сотр, ( 1011 аваег © #2., 1953,1934). 
Гольтфретер наблюдал движение краев издрезв у неоплодо- 
творенньх яйцеклеток различных видов змериканских ам- 
фибий ( Вапа рарферв, В. Гавоа, Тгафигие ФотОвА>, т. м, 
оефьм в, Атузфоть ропсфавит).Он описал две фазы в ре- 
акции заживления ран у яйцеклеток. ЦШервая фаза - расши- 
рение раны, длящееся несколько минут; вторая фаза - — 
схатие раны, также занимающее несколько минут. Решаю- 
щую роль в осуществлении обеих фаз рольтфретер отводит 
поверхностной пленке - 08, описанной им ве, Самые 
края раны в прекеей _ Зизирлонии, по Гользфретеру, а. _ 
вовлекаются, А 
По данным Долланде ра, увеличение рань про сходит - 
значительно быстрее, чем ее сокращение (этот автор ра- | 
ботал на яйцеклетках ТР&®агие а1резфг4 8). Долландер у} ка 
зывает, что различными веществами можно избирательно 
подавить прохождение любой из фаз заживления раны. по. 
мнению Долландера, существует анизотропия сокразнивои 
кортиквльного слоя - на вегетативном полушарии сократи 
мость полвляется позже и выранена слабее. Долландер. 
лагает, что расширение рань связано со ствами 
& закрытие раны происходит благодаря РАвНОС1 
бранив клетки и подлежащей авы: к а | | 
Противоположного мнения. | ется Лев 
(4уфтир, 1962, 1963) - он оч ый ае ь: 
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и | у } "] 
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кы мозет происходить и в отсутствие поверхностной плев- 


ки, & эакрытие раны вызывается активным сокращением 


этой поверхностной пленки. Выше уже говорилось © значе- 


вии, которое придает Левтруп исследованиям процессов 
т ва 


кивленил ран. Он, по-видимому, правильно указьвае 
роль сократимости кортикального слоя в процессах захив- 
ления, Но, на наш взгляд, не убедительно приписывать 

эту способность поверхностной пленке. Например, 96ъ#6- 
няя зэкрытие раны, когда опыты с витальной окраской (рг- 
вающие по мнению Левтрупа для выяснения опроса - суще- 
ствует или отсутствует поверхностная пленка на яйцеклет- 
ке) дают отрицательный ответ, Левтруп предполагает 0б- 
разование поверхностной пленки лишь ва краях раны, что 
противоречит данным Гольтфретера о неучастаи самых кра-_ 
ев раны в ее заживлении. Рассматривая влияние различных = 
факторов на процессы эвжьвления ран, Левтруп указывает, - 
что биофизика заживления ран - очень трудная и почти не 
исследованиая проблема . 

Для дальнейших исследований, по-видимому, позезно 
прежде всего иметь возможность получить отсутствующие 
сейчас количественные показатели движения краев еде 
за, что и было задачей проведенной работы. 


= 102. 


4. Изме ние расстояния и площади на 


поверхности яйцеклеток и оОцитов 
(на имере движения краев надрез 
еклеток и ооцитов вяной ллгушки 


а) Измерение расстояния между 
краями надреза 


Измерять расстояния на самой клетке очень трудно 
(так как диеметр яйцеклетки около 2 мм), мокно лишь из- 
мерять расстояния на увеличенных изображениях клетки, 
полученных при ее микрофото= или микрокиносъемке. эти 
изображения являются проекциями клетки на плоскости. 

Чтобы перейти от расстояний, измеренных на проекция 
клетки, к расстояниям непосредственно на самой. клетке, 
следует рассмотреть линейные искавения, которые проис- — 
ходят при проецировании клетки на плоскость. Дия этого — 
необходимо определить вид на, так как от него ва- - 


изучающей способы изображения бииа на карте, опи 
ются различные виды проекции шара на п 
можно использовать в рассматриваемом случае, 1 
Яйцеклетка и ооцит имеют форму, весьма 1 
Картографической проекцией, соотве’ 
чаю, будет одна ив перспективи 
Тивной проекции кавдая точка © 


и. 
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скость лучами, исходящими из точки зрения, лежащей на 
прямой, которая проведена из центра сферы перпендику- 
лярно плоскости проекции. В этом случае нормальная кар- 
тографическая сетка выглядит таким образом, ч4т9 парал- 
лели изображаются концентрическими окружностями, а ме- 
ридианы - их редиусами, углы между которыми равны со- 
ответствующим углам на сфере (Граур, 1956 $ Гинзбург и 
Салманова, 1964). 

Частный вид перспективной проекции, которая с00т- 
ветствует проекции яйцеклетки или ооцита на плоскости, 
зависит от расположения входного зрачка, ограничивающе- 
го пучок лучей, входящих в оптическую систему, с помо- 
цью которой ведется чеблюдение. В некоторых случаях - 
например, при наблюдении через лупу, при Пе 
в микроскопах отрицательных окуляров, входной. эра ЧоК. 
ет оказаться между объектом и бесконечностью. со. за :оро. = = 
вы изображения. В таком случае получается `эызоценериче- = 
ское проективное изображение объекта (Михель, 1955),60- — т | 
ответствующее внешней перспективной проекции в песне = 
Ныы изобранением, у которой и вид сетки и линейные ис» 
кажения иные, чем у описываемой ниже ортографаческ ы : 
проекции, и зависят в каждом отдельном луче. ыы 
жения входного зрачка (Волков, 1964} рива%товощ, м 
8 большинстве случаев работы с биологически 
пами (в том числе при работе в предан 9 
щением по способу Келера) входной. рач‹ оптич 
стемы находится "бесконечности ы ево: в 


< > 


а 
А 
5 


- 


хе 
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от объекта, которое велико по сравнению с размерами 
объекта. В этих случаях наблюдается телецеитрическое 
проективное изображение объекта (Михель, 1955), кото- 
рому соответствует ортографическая перспективная про- 
екция. В этой проекции получаются и рассматриваемые 
виже кадры движения краев нэдреза у яйцеклеток и ооци- 
тов(Касьянов, 19690). 

На рис. 24 показана нормальная сетка ортографиче- 
ской проекции, являющаяся отображением ня плоскости сет- 
ки сферических координат. Нормальную сетку ортографиче- 
ской проекции легко построить графически (Гинзбург, Сал- 
манова, 1964). Окружность ралиуса в (в масвтабе про- 
екции клетки) надо разделить на равные части, соответ? 
ствующие заданной частоте сетки (на рис. 24 - через. 15°. 
Через точки деления окружности =, ъ 5 -.- 0 и центр =. е 
провести меридиачы, Затем из точек а, ъ,..., © опустить — 
перпендикулярны наз диаметр окружности (например 68). — 
Полученные атрезки ра, Рь, г ре’ являются радиусами _ 
параллелей. Длинн вдоль параллелей передаются в этой 
проекции без искажений, а вдоль меридианов ни 
искажения длин в каждой точке (кроме точки полюса), тем 
более внраженные, чем дальше расстояние от полюса озера “= 
до исследуемой точки. Относительное искажение длан у 
вдоль меридианов, выреженное в процентах, равно ( . - 
в} ). 100, где + - широта исследуемой не (см 
табл. 7), 
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Отно 
ии искажения длии вдоль 
В В ортографической проекции 


Стносительное 
искажение (в %%) 
2 Практически рассчитать длины на сферической поверх> -: 


ности, когда имеется ее ортогратическая проекция, можно 
следующим способом. Накладывая на проекцию клетки нор= — 
мальную м = р т > уфической проекции, моно определить. 


_ @мому отрезку аъ на вых и рат ную г 
лу < „ Выразив величину © В "ить и 
“. Радиус проекции клетки, "педучееи м >С 


а = ос В 


чья 

где угол « выражен в радианах, = в - р 

ции ‚ ивображени 
клетки. Зная общее хжы ‚ние изо! 

‘ - Ро * 


аа бд 7 №% т: 
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яйцеклетки или ооцита, 
всли необходимо измерить на сфере расстояние между 

двумя точками, расположенными не на одном меридиане 

(рис, 254, отрезок оса ), следует рассмотреть треуголь- 
ник с 00а — Являющийся проекцией соответствующего сфе- 
рического треугольника, Угол с 04 на проекции равен уг- 
лу ° 04 ина сфере (по определению проекции), Стороны 

сб и 04а еферического треугольника. можно определить 
способом, указанном выше. зная две стороны сферического 
треугольника и угол между ними, можно определить третью 
искомую сторону в из формулы — 

ПОЮ в = 008 9008 9 + в4 п Ь 1 © вов А (2) 

где а - искомая сторона ( ва) вис - известные сто ь 
роны (0 и 04а _) сферического треугольника, А - - угол, а 
противолежащий искомой стороне. По позученному а нач че 
сов а вычисляют а ‚ Какив предыдущем. случае (с 
ры, 1), выразив величину & в  радианах и `умножив на 
радиус проекции, получают расстояние с& между отиеч т 
ными точками на сфере. 


Описываемые ниже в. качестве ‚примера ВИНО 
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отдельных последовательных кад’ 
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Рис. 25. Подеринныие кадры кино- 
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щью эпидиаскопа на Экран и нэложением отдельных кадров 
была получена проекция клетки с меняющимися положения- 
мк краев надрева. На рис, о7 представлена проекция этой 
яйцеклетки. На рис, 28 - проекция яйцеклетки с меньшим 
вадрезом. На рис, 29 _ проекция ооцита третьего года 
развития (с Надрезом). Движение краев раны в случае зна- 
чительного надреза может сопровождаться изменением ди- 
аметра клетки (рис. 27). На проекции клетки легко изме- 
рить расстояния между краями надреза и наблюдать динами- 
ку изменения этих расстояний 1). 

Сравнить величины расстояний, измеренные на проек- 
циях яйцеклетки и ооцита, с соответствующими величинами, 
полученными с ноправкой на сферичность клетки, можно на 
рис. 30, 31, 32. Приведенный на графиках о пока- 
зывает необходимость введения поправок на сфе сть. 2 
й8-за значительньх искажений вдоль меридианов. а - 
рость движения краев в направлении са на рис. 30 в пер- 
вые 50 секунд съемки составляет 4.8 мк/сек (1.73 см/час) 
на проекции клетки, а при расчете на поверхность клет- = 
ки -8.2 мк/сек (2.95 см/час). Скорость двикения крада. зы 
чадреза в направлении с на рис. 31 в течение не 
КУНд съемки составляет 0.3 мк/сек (0.11 зм/лао) па про. 
экции, а при раачете на поверхность клетки - - 0.8. мк/сек 
(0.29 см/час). к 


бы. форме (1 


ооЦита точки расстояние ыы 
расположены &е на дном моридифио. 


Рис, 27, Проекция яйцеклетки с ме 

ся положением краев о 
- яйцеклетка, 2 - надрез 

е4 - измеряемое расстояние 
дуги с секундиыми отметками по 
казывают изменения диаметра яйце_ 
клетки. & - расхождение краев 
надреза в первые 50 секунд съеу- 
км. [Ш - увеличение площади 
к 10 секунде съемки, 

‚ ВЕ -— Фо же к 30 секунде, 

- 0 же к 40 секунде, 

* - 10 ве к 50 секуще. 

6 - еблизвение краев надреза во 
вторые 50 секунд съемки. 

[0 - уменьшение площади 
краев надреза к 60 секунде съем- 
ки, Е - 10 же к 70 секуняе, 

НЕРВ - то же к 80 секунде, 

- 10 же к 90 секунде» 

КУ® - т0 же к 100 секунде. 


ЯЮЩиу- 


Рис. 28. 


Проекция яйцеклетки с а 

ся положением краев меньшего 
надреза, 

1 - яйцеклетка, 2 _ Надрев, з. 
часть цитоплазмы с Нм ео. 
нами, вышедшая через Чадрез, о/ ` 
измеряемое расстояние, 

[85] = уменьшение площади надре. 
за к 20 секунде съемки, ит 
то же к 40 секунде, - 10 в 
к 60 се! - 70 12 к 8 


кунде, Е - 10 же к 200 секув. 
е, — Ш -то же к 400 секунще, 


_ изме 
1 - ооцит, 2 - надрез, с - 13% 
ряемое расстояние. Г 


кунде съемки, ИХ - 9 500 с#- 


ви - величины расстолния с попраз- 
кой за сферичность. 


Рис. 31, Движение краев нздреза у нео- 
плодотворенной яйцеклетки 
. 28) в направлении 
(рис =. не ве, что ва ме. 


И КА 
Аа ом толь еб В Ц Щь. 


‚› для тлучени; = 
телей движения кр я более точных показа- 


ев | Р\ 
следует прово ч“дрова у яйцеклеток и ооцитов 
$ оДи | 
с ия х клет 
Ток, на величины на самой поверхности 


клеток, особен 
\9 В тех случаях, когда надрез из иахо- 


ится 
д В околополяфной области (например, рис. 30 ). 


6) Измерение площади надреза 


Для измерения площеди на илоскости используется 
полярный планиметр (Граур, 1956). Чтобы получить знзче- 
вие площади на поверхности клетки, следует наложить на 
проекцию клетки нормальную сетку ортографической про- 
екции. Тогда рассматриваемая проекция окажется разби- 
той на трепеции, при этом исследуемая площадь. заза | 
(рис. 33) окажется в одной или в нескольких трапециях. = 
С помощью планиметра можно измерить как всю площадь, 
так и часть площади каждой из этих трапеций, занятую 
рассматриваемым участком. Площадь участка ив сфере, 28= — 
нимеющего часть соответствующей трапеции, - 3 * 58 — — 


где а - число делений планиметра, полученное при овнояе 
- число делений ей и 


рассматриваемого участка, 5 
метра при обводе трапеции, 
ции на сфере (Грезр,» 1956). 
формуле 
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где в - Радиус клетки, х = величина боковой стенки 
трапеции (в Градусах), у - величина основания трапе- 
ции (в градусах). Если измеряемая площадь находится в 
нескольких трапециях, то надо суммироветь участки пло- 
цади, изме ренные в пределах каждой трапеции, Точность 
измерения исследуемых участков зависит от количества 
трапеций, на которые разбит рассматриваемый участок, ве 
_личины участка, его положения на проекции. Чем больше 
участок и чем ближе он к полюсу, тем точнее результат. 

Таким образом можно измерять на ироекциях клеток 
площади надрезов, что такле может слузить количествен- 
вым показателем движения краев надреза. 

В табл. 8 приведены величины площади надреза у 
яйцеклетки (рис. 28) в процессе уменьшения раны, полу- 
ченные с помощью планиметра . | й 

Сравнение величин, полученных при измерении площа | 
дей надреза из проекции, с величинами, рассчитанными на — 
поверхность яйцеклетки, показывает незначительные раз- 
личия. Таким образом, при измерении площадей надреза 
(с приведимой в таблице точностью) можно ограничиться 
величинами, полученными на проекции, если надрез распо- 
ложен в околополярной области клетки, Если же надрез — . 
расположен в околезкваториальной области, различия бу- — С 
Дут значительно более выраженными и использование опи- — 
санного выше метода более желательно. | 
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Таблица 8. 
Площадь надрева на поверхности яйцеклетки 
и на ее проекции 


п НЫ ееииен 
(в сек)) (в мым) 

о 4.55 х 10-8 4.56 х 10-3 | 
20 4.34 х 10-8 4.35 х 10-3 - 
40 2.17 х 10-3 2.17 х 10-8 _ 
60 1.40 х 10-8 1.40 х 10-8 = 
80 0,84 х 10-3 0.84 х 10-8 

100 | 0.70 к 10-8 0.70 х 10- 3 


бы клредимя 275 
} 
4 


Некоторое представление при отсутствии ланиметра С о 
об изменении (увеличении или уменьшении) площади задре- е 
за во времени дает простое наложение отдельных последо- 
вательных кадров, изображающих исследуемую клетку с над 
резом (рис. 27-29). На рис. 34 приведены соотновония в 
менения и отсутствия изменения площади ел в 
100 секунд съемки у 4 ооцитов и 5 яйцеклеток, Г р 
казывает относительную стабильность площади 1 к за | к а 
ооцитов по сравнению с таковой у медные к” 

В Заключений будут сопоставлены данные о 
В поведении краев надреза у оофьес: и ааа 
Личиями в величине мембранкоге в енциала_ 
10% (см. главу П). | 


тым 
мо 
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ГЛАВА У, 


МОРФО-ЗИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ НАБЛЮДЕНИЯ ВАД 
ЦЕНТРИФУГИРОВАННЫМИ Я’ЦЕКЛЕТКАМИ 
И ООЦИТАМИ ТРАВЯНОЙ Лягушки 


1. Кортикальный слой в ранние 


морфогенезе амфибий 


(литерат 


У, >) 


| И О ИМ у 
Км. , И Ам И 


В 1 главе узе говорилось о возникнове нии в оплодо-_ 
творенной яйцеклетке особой кортикальной зоны - Зоны Е 
серого серпа. Во время гаструляции именно в этом райо- 
не образуется дорсальная губа бластопора ‚ являющаяся = 
морфогенетически наиболее активным участком зародыша — ВЕ 
(ем., например, Саксен, Тойвонен, 1963 ; Токин, 1966). г 
Девтруп полагает, что клеточной основой гаструляционной = 
инваганации может бъть превращение амебоцитов зовы се и 
рого серпа в клетки нового типа - мехеноциты ( ьфуфеар т 
1965). В клетках дорсальной губы бластопора больи, ыы - 


быт. ААА ть 


в других клетках ‚выражен синтез новых белков» Эти клет- к 


ки обладают так называемыми “индуцирующими" сво ствами — 
- под их воздействием клетки неди|меренциров: ино | кто 
дермы превращаются в клетки зачатка ервнс "А системе 
например, Браше, 1961 $ Вагё», 984 к р. м = 
Английский последователь ертис | и Сие 


м. 
м ..- =. 3 
м = 5 . 
РА, а № 
= ыы # 


у. 
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‚ ЧТо клетки 
дорсальной губы могут з > 
Нуть ТОЛЬКО в Районе | Бе - 
в” 43 э 


1963) показал 


где расположен серый серп, тем 


самым он доказы 
ой анизо у Уцесчиование морфогенетически значи- 
м тропии Кортикально го слоя. 


пересадки кортикальног 


Кертис производил 


О материала различных участков из 
одной оплодотворенной яйцеклетки 


тонкий надрез у 


в другую. Если сделать 


оплодотворенной яйцеклетки на будущей 
брюшной стороне зародь 


тикального слоя другой 


Ша И пересадить туда участок кор- 
яйцеклетки из района серого сер- 
па, то в дальнейшем в этом оперированном участке появит- 
ся дополнительная дорсальная губа бластопора и образует- 
ся дополнительный зародыш, В то же время аналогичная пе- 
ресадка кортикального материала из области анимального 
полюса в район серого серпа приводила к подавлению об- 
разования в оперированном районе инвагинанции ‚и, если 
пересаженный участок был не слишком велик, оп" рацая 
приводила к раздвоению образующихся осевых органов. Если 
полностью удалить материал серого серпа, то после захив- 
ления рзны яйцеклетка будет дробиться, но дальше разви- 
тие не идет. Следовательно, кортикальный слой (при пе- 
ресадках удаляли и пересаживали участки толщиной 0.5- 
3.0 мк) зоны серого серпа обладает свойствами, отличны» Е. 
ми от других участков, и эти отличия могут быть ответст- = 
Венными зв появление тех специфических свойств, которы — 
ми характеризуются клетки дорсальной губы @дастопора. в 
Указанная анизотропия кортикального слоя н ео 
ся по данным Кертиса, до стадии В бластомеров, сме 


ти» АУУ 7% , 
Ро Ту А МЕ ГАРИ УР ВОВ 


Ра О я й'; г. 
Е 
Я Фены ЗО М НО 
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морфогенетической изотропией, Кортикальный слой зоны се- 


рого серпа 8-клеточного зародыша может индуцировать об- 
разование дополнительной системы осевых органов при пе- 
ресадке в зародыш более ранней стадии дообления, &сли 
аналогичный участок пересадить зародьшу на той же ста- 
Дии сетей) , этот участок не окажет влияния на раз- 
витие денера, То хе самое наблюдается при пересадке 8- 
клеточному зародышу участка серого серпа оплодотворен- 
ной недробящейся яйцеклетки. С другой стороны, удале- | 
ние серого серпа на В-клеточной стадии столь же без — - 
различно для дальнейшего развития зародыша, как и уда- . 
ление какого-либо другого участка кортикального слоя. 
Таким образом, первоначальная морфогенетическая анизо- 
тропия кортикального слоя сменилась морфогенетической_ 
изотропией, причем морфогене тическими свойствами серого 
серпа обладает теперь вся повеохность кортикального слоя. 
Кертис пишет, что эти изменения распространяются по по- 
верхности дробящейся яйцеклетки, беря начало из района 
серого серпа. Прослекивается не только связь свойств 
кортикального слоя с формированием дорсальной губы бла- 
стопора и последующей индукцией, ведущей к появлению ви- 
димой клеточной дифференцировки, но и связь между свой- : 
ствами кортикального слоя и регуляцией клеточных. де 
НИЙ = пересадки кортикального слоя из нео эзвореи р 
яйцеклеток в оплодотворениые ведут к остановке дроб -_ 
ния даже после того, как оно началось ( боге, 
Обсуждая вопрос, какая из Е 


А ЛА , } у и Ч } 
. МУ д ча Гу . { 
ВА РИС Иа 


+ вс: у 
24% Зы : 


т + 


:90 
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ч м. 
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ляется нобителем морфогенетической информации, Кертис 
отдает предпочтение плазматической мембране клетки, че- 
му автор находит подтверждение в экспериментах ва яйце- 
клетках моллюсков и иглококих. У яйцеклеток этих живот 
ных кортикальный слой состоит практически только из 
плазматической мембраны. На возможную роль плазматиче- 
ской мембраны в передаче морфогенетической информации 
неоднократно указывает Равен ( Науев, 19358, 1959 ‚1962, 1964). 


Базем и Равен попытались даже грубо оценить возможное == 
Е че. | 


количество информации, содержащееся в плазматической 
мембране ( Везет, Вачеп, 1961). В связи с проблемой во8= = 
никновения близнецов сходный информационный `шодход отра- ы 
жен в работе Твиделла ( Тчее4е11, 1953 ). 5 
сли принять, что кортикальный слой контролирует — 3 
ранний эмбриогенез, то возникает проблема сеты 2 
этого положения с концепцией генетического — 
Цессов развития, Подробный анализ этой проблемы дан в. ь 
статье Кертиса о кортикальной наследственности С саееаж, = 
1965). Автор полагает, что есть много доказательств, = — 
позволяющих рассматривать кортикальный слой как само-_ . 
воспроизводящуюся систему, и приводит эксперимент лье = 
данные в пользу этого вывода. = в 
Итак, кортикальный слой, а, возможно, и боле 8 точ. 
Но - плазматическая мембрана ялцеклетки являет ‚ носи - 
лем морфогенетической информации, резали мт е 
раннего эмбриогенеза ; причем, наиболее ктивн: 
отношении зона серого серпа. реке ромео. 


% 3% 
я 
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са, возникающих в связи со сказанным. Во-первых, какие 
изменения происходят в плазматической мембране при об- 
разовании серого серпа как в норме, так и при экспери- 
ментальньх воздействиях, И, во-вторых, с какими функци- 
ональными свойствами плазматической мембраны может быть 
связан ее морфогенетический эффект. 

Серый серп появляется во время второй фазы симме- 
тризации яйцеклетки (см. главу 1), И его появление со- 
провождастся, по-видимому, перемещением участка плазма-_ 
тической мембраны и подлежащего слоя цитоплазмы вокруг 
неподвижной остальной массы яйцеклетки, В результате я 
этого перемещения на дорсальной стороне пигмент подни- 


мается, а не вентральной - опускается, анимальный полюс 
отклоняется от своего начального положения на 15-30% 
вентральнее, а на дорсальной стороне образуется вторич- 
но депигментированная область - зона серого серпа. Этот 
поворот анимально-вегетативной оси зародыша при образо- 
вании серого серпа у яйцеклеток амфибий был впервые об- 
наружен Фогтом благодаря применению витальных меток. 
Ансель и Винтембергер показали участие в этом движении 
только поверхностных слоев яйцеклетки. эти авторы ука- 
зывают, что рассматриваемый процесс, который они назы- 
вают вращением оплодотворения, или вращением симметри- | 
зации, ие является ни вращением всей массы яйцеклетки, = 
ни вращением всей ее поверхности, а представляет собой — 
сложный процесс перестройки структуры клеточной повег из 
ности ( Апое1 еб Улпбетоегеег, 1933 ).Плоскость билате- = 
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ральной симметрии, проходящая через центр серого серпа, 
в естественных условиях определяется местом входа спер- 
мия, расположенным на той стороне яйцеклетки, которая 
противоположна серому серпу. Этот факт был четко уста- 
новлен благодаря применению методики локального оплодот- 
ворения ( Амсе] её У пботрегвет, 1948). Ансель ( 4псе1, 
1960) считает, что закономерности образования и установ- 


Е 


ления билатеральной симметрии общи для всех позвоночных, 8: 


в том числе и высших, у яйцеклеток козторых структуры 
серпа не обнаружено. 

механизм, вызывающий вращение симметризации, или 
"кортикальную резкцию симметризации" по Пастеельсу, не- 
известен. Левтруп отвергает предположение Рафа ( чей, } 
1951) о том, что серьй серп возникает в результате натя- = 
жения кортикального слоя, вызванного аккумуляцией пиг= = 
мента вдоль пути проникновения спермия, и указывает на. 
возмоЕность образования серого серпа в яйцеклетке, ак. 
тивированной не спермием. Эрот же автор указывает на 
трудности при объяснении возникновения серого серпа в = 
результате вращения кортикального слоя. Левтруп предпо- 
лагает, что образование серого серпа можно рассматривать | 
как реакцию заживления раны, вызванную прободением спер-_ 
мием кортикального слоя. Его взгляды о механизмах реак-_ р 
ции зовивления раны и структурах, участвующих в этом пр « 
цессе, уже обсуждались в главе Ш. Левтруп полагает, что 
во время заживления раны, сопровождающегося появление и 
серого серпа, процесса расширения раны нет и наблющае! „.. 


№! [А 
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ся только сокращение краев раны, вовлекающее в этот 
процесс всю поверхность яйцеклетки, Таким образом, по 
левтрупу, образование серого серпа = результат "асим- 
метричного сокращения" поверхности яйцеклетки (корти- 
кальные изменения, следующие за отделением первого и 
второго полярных телец, Левтруп рассматривает как пер- 
вое и второе "симметричные сокращения"). Как и случае 
завивления искусственных ран Левтруп и в данном случае 
считает основной структурой, участвующей в процессе, по- 
верхностную пленку - соаф (Ууфгир, 1965), © чем вряд ли 
моно согласиться, . с * 
всли же структурой, ответственной за процессы за- . 
вивления ран, считать плазматическую мембрану, что 6о- 7 
лее вероятно (см. главу Ш), то ценность указанного под= = 
хода Левтрупа к объяснению механизма образования "перье < 
серпа, на наш взгляд, повышается, так как он обращает о 
вниманле на возможное участие сократительных структур Е. 
плазматической мембраны в процессе образования серого З 


серпа. Эта гипотеза (после экспериментального подтверж- С 
дения) вывела бы явление образования серого серпа: из 27 
своеобразной исключительности и позволила бы его иссле- = 
довать методами, используемыми при .- процессов С 


проверка тем более необходима, что не всегда оорозование 
серого серпа можно даже предположительно у 0% 
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автор гипотезы, обсуждая образование серого серпа при 
экспериментельных воздействиях, например, при иаправ- 
ленвом вращении лАцеклетки ( 14у%гар, 1965). 

Впервые описанное Борном в 1885 г. направленное 
вращение яйцеклетки и ‚образование в ходе этого враще- 
ния серого серпа были проанализированы Анселем и Вия- 
тембергером ( Апсе] её У1оботьегког, 1945 )&сли оплодо- 
творенную яйцеклетку, лишенную возможности свободно _ 
вращаться относительно оболочек, поместить под углом 
(у Берна - 1359) и начальному положению, тяжелые зел- 
точные пластинки будут опускаться вдоль. портинольото 
слоя к нижней части яйцеклетки. Этот поток ‘желточных _ 
пластинок вызывает на стороне, расположенной в верхней 


зультате рваной сокращения, выоВанного. вижени. 
ем желтка вдоль кортикального слоя. Цастеельс ( разфе- Е > 
913, 1764), рассматривая различные варианты опытов с. | 
направленным вращением, укезьвает, что во всех ве - 
нэблюдается движение тяжелых желточных зерен эр на ых 
зматической мембраны. в, 
искусственный сорый серп можно получить. к а . сх 
тии оплодотворенной яйцеклетки, В этом случае | ко 
билатеральной симметрии перпендикулярна. боль > 
яйцеклетки ( А?се1, 1960), Очевидко, их." ‚9 к 
тах илазматическая мембрана киеткы 


“. 
‚ря \ и” 
И 6 УР 
М. 


чи. 5 < 
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тяжение новерхности клетки наблюдал и Долландер при 
перетягивании оплодотворенных яйцеклеток тритона лига- 
турой ( 0011 ап4ог, 1950). ВБ этих опытах Долландер окра- 
зивал витальными метками серый серй и затем перетяги- 
вал яйцеклетку лигапурой в различных направлениях. Ре- 
зультаты Долландера отличаются от более ранних резуль- 
татов Шпемана (который не спределял положение серого 
серпа до опыта, а судил об этом после опыта, по резуль- 
татам) тем, что в отдельных случаях наблюдалось нормаль- 
вое развитие из вентральной части яйцеклетки, не содер- 3 
;ащей зоны серого серпа. Долландер считает, что в этих = 
опытах возможно изменение "кортикального поля" под дей- 
ствием натяжения. 

Очевилно, что плазматическая мембрана яйцеклетки 
подвергается растяжению и при центрифугирования яйце- х 
клетки, Причем, в этих условиях может наблюдаться сколь- х 
жение желточных пластинок и других клеточных структур 
вдоль плазматической мембраны под действием центробех- 
ной силы, Таким образом, центрифугирование оплодотворен- — 
ной яйцеклетки оказнвает существенное влияние на плазма- -. 
Тическую мембрану. ото, с одной стороны, подтверадается Г 
данными об остановке развития и появлении различных 
Уродств, в том числе двойниковых, после Мн: <> 
ния недробядихся яйцеклеток (см. ниже), а с другой ото. 
роны, не противоречит многочисленным фактам об отн м 
тельной (по сравмению © другими клеточныши отруктура 
резистентности плэзыатической мембраны к ценз: 


$ 
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ванию, так как указанные эфректы наблюдаются не во всех 
случаях, сопровохдающихся изменением нормального располо- 
вения клеточных структур. 

Итак, многочисленные, хотя и косвенные, данные пред- 
полагают важную роль изменений плазматической мембраны 
яйцеклетки в процессах, связанных с образованием серого 
серпа и становлением билатеральной симметрии как в нор- 
мальвых, так и в экспериментальных условиях. 

Цлазматическая мембрана, как известно, является 06= — 
новным структурным элементом клетки, регулирующим обыен Е 
клетки со средой, Поэтому естественно предположить, что 
характеристики проницаемости плазматической мембраны су- 
щественнь для морфогенетических процессов и могут отра- 
кать те изменения, которыми сопровокдзются процессы би- = 
латеральной симметрии яйцеклетки, Это предположение, су 
дя по доступной литературе, высказывают в различных фор- в: 
мах и с различными акцентами все авторы, обсуждающие 
роль кортикального слоя в развитии, К сожалению, экспе- 
риментальных работ в этом плане очень мало, и сколь по- 


нятно появление этого предположения, столь же скудны и х. 
недоказательны его полтверждения, что объясняется ско- о 
рее всего методическими трудностями, особенно шри иселе- | 
довании региональных различий в проницаемости для раз- 8 
личных веществ, Пестеельс ( Разфее] в, 1964), Левтруп з 
( |убзтир, 196%) и Долландер ( 0011 апвег, 1961 ) неко 

Зуют как доказательства региональной пронипаемост 


верхности оплодотворенной недробящейся Мнии- | 
Численные данные Долландера ( Гоа аваег а». ов. , за, 


у * ь 
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1961), полученные с применением прижизненного крэсите- 
ля = НИЛЬСКОГО Голубого. Однако вряд ли опыты с при- 
визненными красителями без сопоставления с другими дан- 
НЫМИ МОКНО Считать доказательньми. В этих опытах на яв- 
ления проницаемости накладываются явления адсорбции 
красителя структурами клетки (Розенталь, 1965). Кроме 
того, возможно связывание красителя внеклеточными веще- 
И Зы 

Таким образом, сейчас нет ответа на вопрос, каковы 
особые свойства плазматической мембраны в районе серого 
серпа или других зон. Может быть, в зоне серого серпа 
эти свойства связаны с растяжением мембраны в этом рай- 
оне под действием каких-либо стимулов, что приводит к 
изменению расположения или диаметров гипотетических пор, 
сквозь которые ионы могли бы проходить через мембрану 
клетки (см., например, Никольский, 1966). Можно предпо- С: 
ловить, что не стадии 8 бластомеров (см. опыты Кертиса) 
вся наружная поверхность бластомеров уже подверглась 
такому растяжению в результате дробления, Все это лишь 
предположения. Изменения проницаемости клетки для элек-_ 
тролитов обсуждались во П главе, и мы снова к ним вер- _ 
немся в Заключении и В этой главе при изложении собст 
венных данных © МП яйцеклеток и ооцитов сраный вла] 


после нпентрифугирования. 
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2. В цен Ировани клетки 
я альне азвитие 
(литературные даные) 


С давних пор центрифугирование - одии из распро- 
страненных методов окспериментальной эмбриологии. Его 
широкое применение определяется, по-видимому, относи- 
тельной простотой и действующего фактора, и самой по- 
становки опыта; возможностью ва зочие и оли — 

ее 


ность; легкостью получения массового. , материала =, Вы: й. 
нец, широким диапазоном нарушений, вызываемых в яйце — 
клетке и в последующем развитии, К недостаткам. следует ее 
отнести сложность проведения каких-либо защ. => т з 
экспериментов или наблюдений непосредственно во время” а 
центрифугирования. — .- 
В работах самых ранних авторов было к 
центрифугирование приводит к стратификации яйцеклетки. % 
Это явление столь выражено и характерно в эксперимен! к 
такого типа, что все последующие авторь так или иначе — 2 
затрагивают этот факт, приводят новые его подтве! ден Ех 
и уточнения и обсуждают связь этого явления с дал! 
нормальным или ненормальным развитием ( Зовкза» 
Мотвап, 1927; Низп Вип Зуев, 1962 и др.). ‹ врат 
В яйцеклетке, в общем соответствует, е } 
Которая наблюдается при центрифугировании 6 


= 
< ча ы 4 
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яйцеклеток ( Вое11, 1948 ). В дальнейшем в яйцеклетке 
наблюдается тенденция к восстановлению прежнего распо- 
ложения структур ( Нмап Зап 8аив, 1962). БОЛЬШИИСТВО 
эвторов полагает, что из подобинх наблюдений следует 
вывод 0 несущественности определенного взаимного распо- 
ложения структур в яйцеклетке для дальнейшего развития, 
так как из стратифицированных оплодотворенных яйцекле- 
ток могут развиваться нормальные личинки (см., например, 
Сигё1 8, 1963; Равбее1в, 1964). Так как предполагается 
(отчасти обоснованно, отчасти нет), что при центрифуги- 
ровании остается неизменной только одна структура, вер- 
нее комплекс структур = кортикальный слой яйцеклетки, 
то именно кортикальный слой и считают ответственным за й 
нормальное развитие на ранних стадиях ( Вауеп, 1958,1959).. 


| 
| 
| 


В значительной степени в связи с опытами по пентрифуги- | 
рованию возникли термины "кортикальный фактор", "корти-_ 
кальное поле" и другие, и было привлечено внимание к ис- 
следованию кортикального слоя. Причем, решающую роль 
кортикальному слою отводят на основании опьтов по цент- 
рифугированию не только эмбриологи амфибий, но и иссле — 
дователи эмбрионального развития других животных бы 
1961 ; науеп, 1958). Точка зрения о решающей роли Че 
кального слоя в регуляции нормального развития после = 
центрифугирования доминирует, но не является кой ке 
ной, Так, Лемани ( Тевталп, 1745), Фэнкхаузер (_ Ра . =. 
1948) отводят большую роль цитоплазме ; Сун ( Неа зао, 


ый х 
Виле, 1962) указьвает на наличие келточных пла чаек, 
Са 


:. 
= 
> 
я. 
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хотя и в различном количестве, во всех слоях центри- 
фугированной яйцеклетки и считает необходимым для раз- 
ВИТИЯ МИНИМаЛьНого количества желточных пластинок во 
всех участках яйцеклетки, что не исключает возможности 
участия кортикальных факторов в регуляции развития. 

Стратификация яйцеклетки - это немедленный эффект 
центрифугирования. Наряду с ним наблюдаются отдаленные 
последствия центрифугирования - нарушения дальнейшего 
развития, которые могут проявляться или в аномалиях 


развития или в его полной остановке. этот эффект после- 


действия, ВБЯВЛЯЮЩиИЙСЯ В повходуюжим развитии, позволя- 
ет экспериментатору как бы "под большим увеличением" 
рассмотреть парузенир, невидимые ака после центриду- 
гирования. | | 
Повреждающий эффект пентрифугирования на развитие. 
зависит от величины центробежной силы, времени ее при- 
ложения и стадии развития, на которой производится воз- 
действие \), Влияние этих факторов было отмечено еще в 
ранних работах ( Вапфа, богёпег, 1915; допК4изоп, 1915; 


Могкап, 1927; Мобошига, 1931 и др.). Так, Морган ( мг = 


&2п, 1927) и Мотомура ( Моботига, 1931, 1935 ) опачнее. 
4т0 сильное центрифугирование оплодотворенных яйцекле- о 
ток лягушек (800-1500 в ) приводит к остановке развития. 
на стедии дробления и последующему цитолизу ; умеренное _ м 


центрифугирование приводит к образованию Немел<>— ано- а 


пиона инмниняпиииипоииу чан 
1) См. Приложение 1. 


Че) 
Щи. 
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малий развития, а слабое - не оказывает видимого эффек- 
та на развитие. Следует сказать, что величины центро- 
бежной силь, недостаточные, чтобы привести к остановке 
развития у яйцеклеток одних видов амфибий, оказываются 
смертельными для других видов (например, ускорение око- 
ло 250 @ в течение 7 минут не влияет на развитие яйце- 
клеток В. зу1уа са (Могкал, 1927)), но вызывает разно- 
образные уродства у В. фетрогаг1а (см. Ниже). Мотомура 
подчеркивает также и индивидуальные различия в резис- 
тентности между яйцеклетками одного вида ( Мо$отига, 
1931). 

Во многих работах отмечается Зависимость степени 
поврехдения зародышей в ходе развития от стадий разви- 
тия, на которой производилось центрифугирование (причем, 
эта зависимость выявляется как при сравнении стадий, от _ 
стоящих друг от друга на часы и десятки часов развития, 
так и в пределах 5-10 минут), 

Центрифугирование оплодотворенных яйцеклеток в пе- 
риод до начала дробления может привести к остановке раз 
вития на стадиях бластулы, гаструлы ( Мофотига, 1931, 
Фапквеиеог, 1948 ) и таким аномалиям развития как микро- = 
Цефалия, циклопия, микрофтальмия и другие нарушения раз- — 
вития в области головы ( Разбее1в, 1940 ), которые не ха- 
рактерны для зародышей, развивающихся из центрифугиро- 
ванных бластул и геструл; наряду с ними отмечаются = 


па 4714,  Дву- и трехжвостые зародыши ( Мобошита» 1934» 
1949), Чжоу Су ( Твевом 81,1936 ) при цектридугироания 


ыы 133. 

| 23 

аплодотворенных яйцеклеток Капа п167Отаси1 &$ а чере 
м 

12-15 минут после оплодотворения получил В небольшо 
проценте образование близнецовых уродов. По данным 


тора, близнецы появились в результате развития двух си- 


стем осевых органов, имеющих один общий бластопор. мо- 
томура ( Моботига, 1935 ) наблюдал образование двух цен- 
тров инвагинации после центрифугирования оплодотворен- 
ных ведробящихся яйцеклеток Ваго уш16%га8 Гогшов\з, 
Денные Чжоу Су и Мотомура говорят, по-видимому, 06 из- 
менениях в кортикальном слое оплодотворенных яйцеклеток 
амфибий после ценерифугирования (см. п.1 этой главы - 

© роли кортикального слоя в процессах гаструляции и об- 
разования системы осевых ее. 


Центрифугирование бла стул и ранних гаструл ам- 
фибий также приводит к появлению разнообразных ано- 
малий развития, причем характерным является образо- 
вание различных дополнительных структур и органов 
эктодермального и мезодермального происхождения, 
большое число дву- и треххвостых уродотв ( Разфеев,. 
1954; товав, 1963). К середине гаструляции резис- 
тентность эвродышей к центрифугированию существен- 
но повышается. Наиболее низка резистентность на 
стадии поздией бластулы. При центрифугировании на 


этой стадии также можно получить близнецовые урод- за 
ства ( Равфее1 в, 1954). | 


ИТ МИ И Г й в ! 
О бе И, 


По данным Долландера и дря. ( гю11апаег ев “., 


В анимальном полушарии после центриду гирования А елич 
вается проницаемость лицеклетки к зизелыим г 
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В работе Кубота ( киъоба, 1967 ) умеренное центрифугире- 
вание используется для вняснения степени связанности 
пигментных зерен кортикальным слоем оплодотворенной не- 
дробящейся яйцеклетки, Автором показано, что сила, удер- 
хивающея пигментные зерна при центрифугироваиии (по Ку- 
бота - жесткость кортикального слоя); не остается оди- 
чаковой в течение первого часа развития. Обнаруженные 
региональные различия в величине этой силы автор объяе | Е 


р-н: м. 


вяет влиянием на нее спермастера, который, двигаясь в. 
яйцеклетке вместе с мужским пронуклеус ом, однав оне 
узеличивается в коек и д отигает корги = 


фазнологические | показатели: ис 
(в частности, плазматической ый г ) 


а ЗЕ Еа: ЕЕ Зы, 


вызываемых ен агентом. 


= 135. 


3. Действие центрифугирования ва ооциты 
и яйцеклетки травяной лягушки 
(собетвенные данные) 


а) Действие центрифугирования 
ча ооциты травяной лягушки 


Работ по центрифугированию ооцитов измного меньше, 
чем аналогичных работ на яйцеклетках. Это не удивитель- 
во, хотя бы потому, что центрифугирование яйцеклеток 
праводит к значительно более разнообразным и удивитель- 
ным результатам, чем центрифугирование ооцитов, которое 
обычно имело у разных авторов вспомогательное значение | 
при исследовании какого-либо вопроса. Браше и Фик (Вт = 
свеф 9& Рой, 1956) использовали методику центрифугиро- ‚ 
вания осцитов тритона, чтобы доказать. неправильность 
предположения об уменьшении количества РИК в оогенезе. 
Авторы доказали ошибочность этого предположения, потому 
что на самом деле происходит не уменьшение содержания 
РНК, а разбавление ее в ходе интенсивного роста ооцита, = 
что удалось показать, окрашивая центрифугированные ооци- — 
ты, у которых РЫК сконцентрировалась в одной половине. - 
Розенбаум ( поверит, 1958 ), исследуя цизохимическный_ ы 


зовал центрифугирование, чтобы показать п ринодлежность 
кортикальных гранул к кортакальному слою, и ‚оси 
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и ой СсКОрОСТИ 
что кортикальнье гранулы не смещаются при т 


келточных 
центрифугирования, которая вывывает смещение 


[#) пузыоька . 
казана при- 


пластинок, пигментных зерен и вародыевог 
тем самым, по мнению Розенбаума, им была до 
надлежность кортикальнех гранул к кортикальному слою 
ооцитов . 

Цитофизиологических и, в частности, электрофиз 
логических работ на центрифугированных ооцитах нет. ВИ». 
менение описанной выше методики измерения мембранного 
потенциала ооцитов (см. главу П) имело бы определенный. 
смысл и в случае центрифугированных ооцитов Так как 
кортикальный слой ооцита и в том числе его плазматиче- 
ская мембрана являются предшественниками аналогичных а 
структур яйцеклетки, то очевидна ‘целесообразность сра в- т. 
нения резистентности плазматических мембран ооцита. и. ы У 
яйцеклетки к центрифугированию, Полученные материалы — 


во- 


Е 
могли бы говорить об изменениях в ‘механизмах, пены у 
вающих проницаемость мембраны ооцита. а 
Участки яичника полововрелой травяной лягушки цен 
трифугировались на центрифуге СМ-ЗМ в течение 10 минут 5 


при скорости центрифугирования 1000 об/мин (1 73-1845 >: 
Измерение МП поздних ооцитов производилось по. методике, ь 
описаниой в главе П. Для гистологического контроля оо ци- 
ты фиксировались фиксатором Смита, проводились через. к $ 
Челлоидиновое масло; заливка в парафин. Толщина. те 
- 5 мк. Окраска - квасцовый ме > сто- 
логический контроль показал, ч% У це |т р 
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ификация 

поздних ооцитов наблюдается некоторая страти1 
ра ооцита большо- 


клетки и, кроме того, отделение от Яд 
‚5-3 мк (рис, 


го количества частиц средним дивметром 1 
35). У ооцитов до начала келткообразования этого явле- 
ния не отмечено, Стратификация клетки также выражена в 
меньшей степени, 

Таблица 9» 


Мембранный потенциал центрифугированных 
и нецентрифугированных ооцитов 
и яйцеклеток травяной т 


Объект 


боциты о 
центрифугированные | -31 .741.4 |. 
ненентрийугирован- | 
дамы  -32.641.2 | 


дйцеклетки неопло- 
дотворенные 


центрифугированные 
нецентрифугирован- 
иые 


ыы ыы Е 
венно 


зама. 


Айцеклетки оплодо- 


творенные 
центрифугированные | -9,9+1.4 
нецентриу гирован- 

— обра -10.91 .7 


Рис - 34 ® 


Изме рен ие площади 
тов и яйцеклеток в 
кунд съемки, 

По оси ординат - время Съемки (в 
процентах от общего времени). за. 
итрихованные участки - ВРемя изые. 
нения площади надреза, Незаттрихо- 
ванные участки - время отсутствия 


Течение 100 се 


го частицами. _ 


= 


че 138. 
Результаты Измерения МП, представленные в табл. э, 
показывают че Существенность различия по %&-критерию 
(Урбах, 1964) ь величине МП центридугированных и нецен- 
трифугированных ООЦитов. 


В Зависимости от результатов возможны различ- 
ные вьроды о ВЛИЯНИИ центрифугирования на корти- 
кальный слой: 

1. Если Чентрифугирование приводит к изменению 
мембранного потенциала (МП), то оно влияет на _ 
деятельность мембраны. - | 
=. Если центрифугирование не приводит к измене- 
нию МП, то Возможны различные варианты выводов 
(и их сочетания), а именно , 
влияет на а) другие струк 
слоя, не затрагивая плазмат 
б) меха низмы, обеспечивающие 
плазматической. мембраны и д; 
ки; в) пла Эматическую мембрану, н 
при 


ит репара 
наоборот, повреждение выявится пезхе. \ =" 

Таким образом, при изменении МП о Я 
ле центриугирован 1В ] ая 


< 
ю` 
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структур, оказывает действи» на мембранные механизмы, 


которые поддерживают уровень МП клезки, 


б) Действие центрилугирования иа 
яйцеклетки травяной лягушки 


В п.2 излагались литературные данные и гипотезы о 


действии центрифугирования на яйцеклетки амфибий. В этих 
гипотезах уделяется много внимания поведению и роли ко 
такального слоя яйцеклетки, который, как об этом уже 
говорилось, предположительно является определяющим мор- — 
фогенетическим фактором раннего эмбрионального развития. 
50 П главе описывались результаты измерения МП ти _ 
лодотворенных яйцеклеток в течение первых 8.5 часов — 
развития. эти цанные показали, что значительных. и сколь- 
нибудь длительных изменений МП яйцеклетки в отот период 
ве наблюдается, “ледовотельно, оотаюлол относительно ве 
изменными мембранные механизмы, обеспечивающие Этот га 
вень МП. Наряду с этими опытами были поставлены ОПЫТЫ се. | 
Центрифугированием оплодотворенны 
ные моменты этого периода. Цоследе 
чалиях развития и его остановке, в 


х яйцеклеток в различ- ыы 
твия вырахались в ано- — 


работах других. иссае- 
дователей центрифугирование проводилось в любой произ 


Вольный момент до дробления, без прослекивания цина маки 
реакции на центрифугирование в последовательные моменты: 
Этого периода, 8 выводы распространялись на = 

Если количество по 
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характер аномалий различались бы в зависимости от време- 
ни начала центри гирования, то величину МП нельзя было 
бы рассматривать как характеристику клетки, отражающую 
“е меняющиеся состояния кортикального слоя, которые да- 
ют неодинаковые морфогенетические эффекты при воздейст- 
зим агентом одинаковой силы и длительности. В другом 
случае можно бъьло бы думать об определенной связи мехду 


ХП яйцеклетки и морфогене тической функцией коже 
го слоя. 


Так как, По-видимому, появление близнецовых уродств : 
после центрифугирования является характеристикой измене- - 
ний кортикального слоя (см, п. 1), 10 внимание бъло уде- 
лено именно этой аномалии развития,» = | к 

Опыты проводились в октябре-декабре и марте при _ 
комнатной температуре. Получение яйцеклет 
нение проводилось по методике, 
рез 10 минут после осеменения 


ок и их осеме-_ и 
описанной в главе П. Ч- — 
яйцеклетки промьвались и = ` 
заливались водопроводной Отстойной водой. Через 5-15 ми- 9 
Нут после осеменения группы яйцеклеток по ледовательно. , 
подвергались центрифугированию на центрифуге см-3м, `В 
Скорость центрифугирования в одних опытах была 1000 об/ м 
мин., в других - 1500 об/мин (134-180 6 И 304-410 в ве- | 
ответственно) ; длительность центрифугирования от 3 _ 
члся в течение первого и 
Центрифугировались группы по 
‚ окруженных студенистыми оболочками, 


ЧолюЮсов каждой яйцеклетки относительно о 


”ё ` 
ни - 


5 минут, Опыт продолк 


Часов развития, 
ток 


* ы 
х 
*\- 
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а близнецов 
В дальнейшем производился подсчет количеств 


я в каБдДоЙй 
и зародышей, достигших разных стадий развити 


группе центрифугированиых яйцеклеток, 
риретации ре- 
ь неоднород- 
в работах 
>> так 5е 


Для последующей обработки и инте 
зультатов полезно рассмотреть степен 
ности условий опытов, тем более, что 
других авторов условия центрифугирова 
как и в наших опытах не строго контре ручанаь 


достаточно полного анализа степени неоднородие— | __ 


сти условий не проводится. 

1. Опыты проводились при комнатной зомдараие 
ре, которая не фиксировалась для каждого отдель- 
ного опыта и могла, по-видимому, измеряться в 
некоторых пределах, а, следовательно, могла из- 
меняться и скорость развития яйцеклеток. Е _ 

ним Чужицкой. (Чулицкая, 1965), изменение темпе- 
ратуры © 18° до 24° уменьшает период. между перв 
и вторым делением дробления ( С. ) (Детлаф, Дет- 
лаф, 1960), а, следовательно, и период до начала 
дробления, равный ЗС. - вдвое. Изменения < 
ной температуры занимают, конечно, 
диапазон, однако, строго. Ченроах 
отдельных опытов нельзя. 

2. Скорости центрифугирования. `аззичаяюсь в. 
отдельных опытах в 1.5 раза. Время оыжоль ВЕ 


вания варьировало в опытах от 3 до 5 минут» Так, я з 


в опьте а) (см. рис, 37) скорость центрифугиро- — 
вания - 1500 об/мин, время центрифугирования = 
4 мин. ув опыте 6) скорость цензтридугировения _ - 
1500 об/мин., время центрифугирования - 5 | ин, 
в опытах в) иг) скорость центри{угирования — - 
1000 об/мин., время - 3 мин, ; в опытах. д) ие 
скорость центрифугирования 300 оЧИмии ее вр 
4 мин, Скорость и время ме 
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занных пределах в наших опытах были удачны для 
обнаружения разнообразных аномалий развития и 
цодсчета процента остановившихся в развитии за- 
родньшей , 

3. Вследствие набухания студенистых оболочек 

В ходе каддого опыта менялось расположение яйце- 
клеток по длине центрифужной пробирки, что ска- 
жывалось на величине центробежного ускорения, 
получаемого яйцеклеткой (так как эта величина 
пропорциональна радиусу вращения). Так, яйцеклет- 
ки, дальние от оси вращения получали указанные — 
максимальные величины ускорений при обеих скоро- 
стях цензтрифугирования (180 в и 410 ; ) лишь 
после полного набухания оболочек. В начале ве 
опыта ускорения, получаемые этими же яйцеклет- 
ками, были несколько большими. 

4. Процент зародышей, прекративших развитие, 
определялся в отдельных опытах на разных стадиях. 
010 было связано с поисками стадии, наиболее по- —— 
казательной для выявления возможной динамики ре- о 
зистентности. Чем ближе по времени рассматривае- — 
мая стадия от момента воздействия, тем скорее — — 
можно рассматривать отклонения о? нормы как ре- = — 
зультат воздействия. С другой стороны, чем дель- = г 
ше рассматриваемая стадия от момента воздействия, = 
тем ярче и существеннее отклонения от нормы. То к 
есть, удаление во времени по шкале развития по Е. 
зволяет по достаточно грубым показателям судить = 
© тонких изменениях в момент воздействия. Это = 
предположение более очевидно, если характер кри — 
вой выживаемости одинаков при анализе как более = 
ранних, так и более поздних стадий. м 

5. В проведенных опытах полюса каждой яйце- 
клетки не ориентировались в определенном направ = 
лении относительно оси вращения, Можно ож 


что так ве как в случае нормального ав эр 


ИК 
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и при центрифугировании анимальный полюс ое 
клетки направлен в сторону о. что 
правлению силы тяжести, Следует Е рен 
для центрифугирования в первые полчаса „нирадарео 
это предположение не очевидно, так как я и вра- 
ки в норме еще не завершили к этому сора мы 
щение ориентации (эти данные относятся к вм 
клеткам Папа фотрогата (Апое1 еф У2пбэшоогЕет, 
1948), поэтому оси яйцеклеток могут екаениеесс 
под различными углами к оси вращения центрифуги. ее 
ото замечание может быть существенно для знали 
за механизма образования близнецовых уродств, ко- 
торые появлялись как в опытах Чжоу Су на папа 
ПЕ ГОПаси1 86а, ТВК и в наших опытах на Вала 

Сешрорага, ТОЛЬКО В течение тре часа раз- 
вития. 

6. Для извлечения нацевиеноЕ после центрифу- 
гирования пробирки с яйцеклетками слегка мт 
вались, то есть подвергались. вибрации (частотой _ - 
примерна: 2-5 гц). Такая вибрация называется в_- 
медикобиологических исследованиях длиннопериод- — 
ной (Андреева-Галагшина, 1956) ; обнаружить. рабее — 
по влиянию такой вибрации на развитие. не удалось. 
злияние вибрации с частотой 20-200 гц и ампциту= 
дой 0.05-0.6 мм (амплитуда при встряхивании намно- = 
го больше) исследовалось в недавней работе Зоти- 
на и Данюкова. Этими авторами не было обнаружено 
какого-либо влияния вибрации на развитие зароды 
шей аксолотля и вьюна (Зотин и Данюков, 1968). | 

Чтобы оценить действие встряхивания на выжива- 
емость зародышей в наших условиях, был поставлен 
опыт без центрифугирования с теми же временными = 
интервалами между группами развивающихся яйцекле-_ 
ток. Групин яйцеклеток, помещенные в реа. _ 


вые пробирки, подвергались 10 сильным в тря 
ниям через 5 минут после эозрахревая_ предыд: 
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группы. Весь опыт продолжался в течение полу 7 
ра часов после осеменения, Из результатов, пред 
ставленньх на рис, 86, видно, что в условиях 
опьта встряхивание является повреждающим факто 
ром, однако, значительно более слабым, чем пен- 
трифугирование , 


На графиках а -е (рис, 37) представлены ву ы 
*з подсчета числа зародышей, развивавшихся а 6 т м. : 
гированных яйцеклеток и достигших стадий бластулыь, га- ь 
струль, нейруль, личинки и головастика. Из результатов 
следует, что зависимость степени развития родышей от 
времени начала центридугирования | п д ержен 
ным колебаниям от опыта к опыту, зависящи узи 
ности исходного материала и условий _ цовтрадугир ования 
О вариабильноети условий центрифугирования уже го ри 
лось, Блияние вариабильности. сходного материала 1 на} 
зультаты можно видеть при сравнении | ра 
д) се). Опыты в) иг) (так же, как д) в @)) пров 
В одинаковых условиях, одновременно, с ядцеклетками о 
двух лягушек. Так как условия центрифугирования в кав- 
дой из пар опытов былая одинаковы для яйцеклеток обеих . 
кладок, то полученные равличия внутри этих пар моно ‹ 
нести лишь за счет различий исходного материала. а у ы 
Наряду в индивидуальными различиями елены 
Общая вакон омерность, В большинстве опытов понижение * 
зистентности к центрифугированию начинается в 7% Вт вы 1 
чоловине первого часа развития (в 5 опытах в м ке 
ределение границ доверительных чи зал алой: ке. по а | 
уса: 


Рис ‚Зе 
о ионный 


Рис. 37. 


Развитие зародышей из Подверри 

тых встряхиванию яйцеклеток 7 

Обозначения те же, что на рис.” 
д 


Развитие зародышей из центрифуги- 
рованных клеток в опытах с разны- 
ми (а - е) кладками. 

но оси абециес - время развития от 
осеменения (в мин), по оси ординат 
- число зародышей, достигших опре- 
деленной стадии (в 7 от общего 
числа). х - зародыши, достигиие 
стадии бластулы, © - зародьши, до- 
стигшие стадии гаструлы, ® - заро- 
дьши, достигшие стадии нейруль, 

в - зародыши, достигийе стадии 
личинки, # - зародыши, достигие 
стадии головастика, К - контрол» 
Каждая точка - среднее для 10-40 

ВИ льные 
родышей. Показаны доверите 
тервалы средних значений, 
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му } -преобразованию биномиального распределения (ур- 
бах, 1964) показывает достоверность указанной тенден- 
ции. Эта тенденция проявляется более четко при доста- 
точно больших группировках как по временному интерва- 
лу - На Рис. 38 показаны результаты опыта а) при полу- 
часовой группировке-, так и по объему материала - на 
рис. 39 суммированы данные по всем опытам, Вместе с 
тем при таких группировках может исчезнуть "мелкая" ди- 
вамика резистентности, в пределах 5-10 минут. На рис.40 
представлены даннне опьта а) без суммирования времен- 
вых интервалов. Для вывода © действительном существова- 
вии такой "мелкой" динамики необходима большая однерод- 
ность условий центрифугирования и подтверждение такой 
динамики в повторных опытах, Реальной целью работы было — 
обнаружение самого факте существования не одинаковой ре- = 
зистентности к центрифугировакию, которая не была выяв= = 
ленз ранее. Эти данные нельзя расематривать как точные — 
временные параметры фаз повышенной и пониженной рези- 
стентности хотя бы потому, что для разных температур, 
а, по-ьидимому, и для разных скоростей и времен центри 
фугирования они будут различны, Можно лишь окидать, что 
временные параметры, которые будут получены в дальней 
шем, окажутся в пределах указаыных сроков (если темпе- — 
ратуре, время и скорость центрифугированыя будут 00010= — 
Янны и в пределах, указанных выше). ге м 

Таким обрезом, приводимые ревультаты говорят © ‚> 
Существовании динамики резистентности вто нлечех 5 и. 


г А. 


фугированных яйцеклеток. 


мированы опыты а -е (рис.37). 
Обозначения т: же, что на рие.37. 
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трифугированию, и в диапавоне описании условий вняв- 


ляется в общих чертах ход этой динамики. 
Ко 


‘ремени понижения резистентиости = ко второй 
половине первого часа развития - заканчивзется враще- 

ние ориентации и анимальный полюс располагается в наи- 
высшей точке клетки. К этому же времени отделяется вто- 
рое полярное тельце и женский пронуклеус начинает дви- 
гаться вглубь яйцеклетки. Через 30-45 минут. после енло- 
дотворения головка спермия преобразуется в мужской про- 
Нуклеус, затем появляезся центр спермастера, в корти- 
кальном слое начинается второе симметричное сокращение, 

о Левтрупу. При этом яйцеклетка. теряет ыы и. 
му и уплощается на анимальном полюсе. __ = ` 
К концу второго часа, когда наблюдае вышение = 

резистентности к центрифугированию, прои хо 
венского и мужского пронуклеусов, а в. в т 
заканчивается образование серого серпа ( ‹ 
фологические изменения описаны в главе 1). Нельзя д. 
четкий ответ, является ли первичной причиной | ос: ат ов 
развития при центрифугировании повреждение зикально- | 
го слоя или же непосредственно ядерного в ь ‹ к 
предположить наличие меняющейся резистентности к корт , | 
кального слоя к цевтрифугированию в связи с изменени, 
В этот период его механических свойств (см. к ыы . 
главы и главу 1). Для выяснения этого вопроса не об 
мо проведение эксперимензов с сочетанием ологи ` 
& экопериментальноэмериологических методов, Пер 


ео т Аа 
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ь о. 
может быть более четкое определение временных пера 
Стоян 
ров Фав различной резисчентиости при большем и 


стве Условий, что и было вделано. 
ль- 
На графиках а, 6, в (рис. 41) представлены резу 


тать подечета числа вародьшей, развивавшихся из центри- 
фугированных яйцеклеток и достигших стадий поздней бла- 
стуль, гаструлы и хвостовой почки, В каждом опыте с 
пользовали яйцеклетки одной кладки. Центрифу гировали _ 
группы по 10 яйцеклеток при кочтролируемой темпоратуре 
{4.5-15.59), Длительность центрифугирования. одной та 
пы 3.2 мин., перерыв - 4 мин, (для. соблюдения равных ин- 
терезлов в течение всего опнта примевяли программное 
реле времени). Эти опыты подтвердили. зования. 19 
нихенной резистентности оплодотворенных недг ихея 
яйцеклеток к центрифугированию в конце | К 
ле второго часов развития при указанной: 
соответствует 0,7-1.2 Т, (от осеменен . 
закономерностью вновь были отмечены зна Их 
личия между результатами отдельных опытов, ` 
вариабильностью исходного материала . 
Как уже указывалось в обзоре , центрифуг 
период до дробления приведит также к поожению р 
кых гипоморфозов, особенно переднего Ума 
8 наших опытах тоже было получено большое \ 
аномальных зародышей - микроцефалов, ан 
дншей с иикрофтальмией. Наряду с такого 
были отмечены аномалии других отделов тар 
5114 4а, лордоз ; очень часто зезре анеь 


Вис. Ча, 6. Развитие зародышей ИЗ Цен 


трифугировакных яйцеклеток 


а, 6, в - опыты с отдельным 
кладками, Г - суммировань опыты 
а -в. = 


о 
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ные зародыши Значительно отставали в росте и развитии 
ОТ НОЗМАЛЬНЫх, у цих медлениее происходил выход из 
оболочек. Большая часть их погибала на стадии личинки. 
Бозникали более часто такие зароднши из яйцеклеток, цен- 
трифу гироранных во Втором часу развития (при комнатной 
температуре). 

2 Некоторых случаях наблюдалось появлениа аеразде- 
ленных близнецов (рис, 42), Степень их неразделенности 
была различной. Некоторые зародыши имели две отдельных 
головы и общее туловище, у других общей была только 
хвостовая часть туловища, а его средняя часть и головы 
были перными, Такие зародыши иногда развивались в голо- 
вастиков ий активно питались. В отдельных случаях одиЕ 
из зародышей был значительно меньшим по размерам и ме- 
нее ди ференцированным, 

_ В табл, 10 приведены данные о встречаемости нераз- 
деленных близнецов в условиях опытов е описанной выше 
методикой, В этих условиях близнецы обнаруживаются толь- 
ко в группах яйцеклеток, центрифугированных в 15-60 мину- 
ты развития (в пределах диапазона комнатных температур). 
В частотзх появления близнецов достоверного различия 
В этих группах нет (доверительные интервалы рассчитыва- 
лись по пуассововскому приближению биномиального распре- 


деления (Урбах, 1964). Центрифугирование яаалоен 
период между первым и вторым делениями дробления в де с 
ке услевиях не приводило к появлению этой ак чо 


ВИтия, 


Количество близнецов в зависимости 
от времени начала центрифугирования 


т 
| | Доверитель- | Довери- 
$ р | в. | НЫЙ Интер- | у | „ | тельный 
в Минь “1 1| вал для | ‹ 2 | интервал 


21 | для Ро 


0-14 ря |129 |0.00040.041 |0.000 |166 |0.00040.082 
15-29 [0.017 |346 0.004+0.045 |0.012 | 478 | 0.00840 .082 
30-44 |0.017 |283 |0.004+0.050 |0,.012 | 402 |0.00340.085 
45-59 '0.019 '852 '0.006+0 „04а 10.014 | 493 |0,.004+0.084 | 
60-74 |0.000 | 202 р '0.000 | 307 |0.00040.016 


> + 
| у : 
3 > 
. : ь ь 
ох е > 


пиано 


Яо а ия уу ыо7КИ 


Обозначения: 


$ - время изчала центрифу гирования ; 


р. - доля близнецов от общего количества яйце- 
клеток во всех опытах, где развитие про 
слеживалось до стадии личинки ; 


п, = количество яйцеклеток во всех опытах , где 
развитие прослеживалось де стадии личин» 
ки; 

р, - доля близнецов от общего количества яйце- ыы 


клеток в опытах, где наблюдалось по 
ние близнецов } 


п. - количество яйцеклеток в опытах, где 
! блюдалось появление близнецов . | 


СХ 
ем 


| * Ч 7“ 
бы ФСО МАС + 
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Период центриЧугирования, приводящий к образованию 
близнецов, частично совпадает с периодом вращения ориен- 
тации и вторым симметричным сокращением кортикального 
слоя. Серый серп в это время еще не сформировался. После 
выделения второго подЯрного тельца женский пронуклеус 
начинает движение внутрь клетки, Образуется спермастер. 
(См. главу 1). 

Как и в случае остановки развития, нельзя дать че? 
кий ответ, какие изменения и в каких структурах ответст- 
венны за появление близнецовых уродств. В обзоре литера- 
туры (см, п. 1) приводились данные © роли материала се- 
рого серна в возникновении инвагинационного центра и по- 
явлений системы осевых органов, В наших опытах ко време- 
ви воздействия серый серп еще не сформировался, поэтому 
можно предположить, что процесс его образования был из- 
менен центрифугированием таким образом, что образовалось 
две кортикальные зоны со свойствами серого серпа; в. 
дальнейшем появилось два центра инвагинации и в резуль- 
тате имело место образование близнецовых уродств. Следу- 
ет отметить, что центрифугирование в указанных условиях 
могло действовать на яйцеклетку так же, как направленная 
ориентация - время начала центритугирования и период 
вращения ориентации совпадают. Возможно, что у отдельных 
яйцеклеток анимально-вегетативная ось не была параллель — 
на оси вращения, в результате чего движение потоков 2Я=_ | 
*елого желтка вдоль кортикального слоя, интонсифацирован- ь 
н0е центробежной силой, могло оказаться отека ли 
Чессов в кортикальном слое, приводящих к р ыа | 
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бавочного серого серпа. Однако, все это предположения. 

Появление близнеповых уродств в наших опытах явля» 
ется примером Экспериментальной полиэмбрионии, которую 
в данном случае, по-видимому, можно рассматривать как 
своеобразный пример соматического эмбриогенеза (Токин, 
1959; Токин, 1966). Происходит ли в рассматриваемых опы= 
тах дезинтеграция, необходимая, по Токину, для начала 
соматического эмбриогенеза - неизвестно. 

встественно, что при анализе причин появления близ-. 
нецов акцент делается на цитоплазматических факторах, в 
частности на изменениях кортикального слоя, которые яв- 
ляются, по-видимому, первичными й могут привести к ядер- 
ным изменениям, 0 том, что ядерные изменения могут уча-_ 
ствовать в реализации появления близнецов, говорят неко- 
торые факты о наследственности близнецовости со стороны 
обоих родителей (Канаев, 1950 ; Канаев, 1968), 06 этом | 
&е свидетельствует обнарукение Глюксон-Шонхаймер (. 61 пез 
Кзопи-5епоевелтею, 1949) мутации К3Зпку (кз) у мышей. 
Эта мутация в гетерозиготном состоянии поиводит к слия- — 
Вию или отсутствию хвостовых позвонков. В гомозиготном 
состоянии К1 является летальной мутацией. Среди погиб- 
ших зародышей много близнецов разной степени соединен- 
ности, причем встречаются не только удвоенные, но и ут- 
роенные зародыши, Однако подобных фактов мало, и интер-_ 
претировать их трудно. Что же касается опытов по центри 
Фугированию, 10 здесь пока более обоснованно предположе- — 
ие о первичном поражении кортикального слоя или, непо- 
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средственно, плазматической мембранн яйцеклетки. 

Как и в случае ооцитов (см, п,8,а) для исследова- 
ния состояния плазматической мембраны яйцеклеток была 
применена электрофизиологическая методика. Электрофизи- 
ологических работ на центрифугированиых яйцеклетках нет. 
й аргументация постановки опьтов и анализ возможных вы 
водов из результатов аналогичны таковым ДЛЯ ООЦИТоОВ 
(см. стр. 1/58 ). 

Неоплодотворенные и оплодотворениые яйцеклетки цен- 
трифугировались в течение 10 минут при скорости центри- 
Фугирования 1500 об/мин (330-410 =). В случае оплодо- 
творенных яйцеклеток центрифугирование начиналось через 
20 минут после искусственного осеменения, Личинки, раз- 


вивавшиеся из нецентрифугированных контрольных (без вве-_ 
дения микроэлектрода в клетку) и опытных яйцеклеток, име- 


зи нормальный внешний вид, Личинки, развивавшиеся из 
центритугированных контрольных 1) и опытных яйцеклеток, 
имели различные аномалии (сы. стр. {47 ). 

Измерение М проводилось по методике, описанной в 
Главе П. Для гистологического контроля яйцеклетки фикси- 
Ровались фиксатором Смита, проводились через целлоийдино- 
В0е масло; заливка в парафин, Толщина срезов - 10 мк. 
Окраска - квасцовый гематоксилин Майера, 


ионов вип ана инж 


1) к и 
онтроль, как и в предыдущем опыте, был поставлен, = 
$. ь отсутствие, повреждает ’ действия ухода ыы 


чтобы проверит 
клетки микроэлектродом на последующее развитие. 
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Гистологический контроль показал, что в яйцеклет- 
ках при центриругировании происходит нарушение нормаль- 
ного расположения клеточных структур, стрэтификация 
клетки, сопровождаемая смещением пигментных зерен (рис, 
43), что подтверждает даннне других авторов, полученные 
на других видах. В результате этого процесса у центри- 
Фугированных яйцеклеток исчезает язычок пигмента в рай- 
оне анимального полюса, указывающий положение ядра 1), 
и пигментная дорокка у оплодотворенных яйцеклеток, от- 
мечающая путь спермия в яйцеклетке ; полярное тельце 
вдавливается в яйцеклетку. | 

Результаты измерения МП представлены в табл, 9 и 
на графике (рис, 44). Они показнвают несущественность 
различия по % -критерию (Урбах, 1964) в величине МП. 
центри{угированных и нецентрифугированных как опледо- 
творенных, так и неоплодотворенных яйцеклеток. Поэтому, 
так ве как и в случае ооцитов, полученные результаты не 
дают основания сделать вывод, что центрифугирование (в 
указанных условиях) влияет на механизмы плазматической 
мембраны, которые поддерживают уровень МП клетки, 


р ИИ 


1) См. Приложение 2, 


Рис. 42. 


Рис. 43. 


Неразделенные близнецы, обна- 


_рукенные в группах зародышей, 


центри{у гированных в 15-60 ми- 
нуты развития. 


Срез пентрифугированной же 
влетки, Стратификация < 
сопровождаемая смещением пиг- 
ментных гранул. 

а - до центрифугировани ие, я 
б - после центрифуги р 
Ок, 7х, об. 10х. 


Рис. 44. 


Рис. 45. 


МИ центрифугированных яйцекле_ 
ток травяной лягушки. 

По оси ординат - МП (в м). 
Слева - М! центрифугированчых 
яйцеклеток, справа - МП кон- 
трольных яйцекдеток. Показаны 
доверительные интервалы сред- 
ниж значений. 


»- 4" 
осле зи з 


; 


Распре 


ление силовых и экви- 


_ потенциальных ливий центробек- 


ного силового поля. 

| - ось вращения, 2 - силов"" 
линия, 3 - эквипотенциальна 
линия, а - объект. 
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ПОРРРРЕ Е ь. 


Более детальный аналив действия цеитриугиро- 
вания потребует, очевидно, более детальных опи- 
саний условий опыта - таких как время разгона и 
торможения, когда действующее ускорение меньше 
такового в период центрифугирования с постоянной 
скоростью - в период "площадки" (Климовицкий, 
1967). В дальнейшем будет, очевидно, полезно ис- 
пользование центрифуг с неподвижно укрепленными 
пребирками, чтобы избежать появления кориолисо- 
вой силы при разгоне и торможении. 

В некоторых работах по исследованию действия 
центрифугирования на эмбриологические объекты 
указывается линь скорость вращения в оборотах в 
минуту и время центрифугирования. Этих данных со- 
вершенно недостаточно для характеристики действу- 
ющего агента, так как получаемое ускорение, или 
напряженность центробежного поля (Е) зависит от 
радиуса вращения. В большинстве ребот, особенно 
последнего времени, указываются или скорость и 
радиус вращения или, непосредственно, получаемое 
ускорение (выраженное обычно в вице нормированной, 
безразмерной характеристики - отношения полученно- 
го ускорения к ускорению свободного падения в). 
При этом под радиусом вращения понимается расстоя- 
ние от оси вращения до дна центрифужной пробирки. 

Однако этого не совсем достаточно для характе- 
ристики конкретного опыта, Рассмотрим более под- 
робно расположение яйцеклетки или ооцита в центри- 
фужной пробирке во время центриугированияь  _ 

Объект, подвергаемый центрифугированию, ира: 
дится в центробежном силовом поле. На рис. 


- 155. 


казан характер распределения силовых и эквипо- 
тенциальных линий этого силового поля. Силу, 
действующую на единицу массы, в центробежном 
силовом поле можно охарактеризовать напряжен- 
ностью этого поля =-Е= 128, (м/век”) (1), 
где \ - угловая скорость вращения, г - рас- 
стояние от оси вращения до исследуемой точки 
(Покровский, 1935; Соколов, 1961). 

При анализе действия центробежной силы на 
яйцеклетки можно учитывать некоторые очевидные 
следствия из формулы (1). на рис. 46а показана 
Зависимость Е от г; угол > = огефЕ к 1, ко- 
эффициент = к зависит от единины масштаба. В 
данном случае к = 1. На рис. 466 можно увидеть 
зависимость Е от г в конкретном случае, с уче- 
том скорости центрифугирования яйцеклеток и ооци- 
тов, их размеров и расположения в центрифужной 
пробирке, наличия яйцевых оболочек. Условия цен 
трифугирования - центрифугированию подвергаются 
яйцеклетки в студенистых оболочках и ооциты тре- | 
тьего года развития (примерно равные по диаметру 
яйцеклеткам, но не имеющие студенистьх оболочек) 
травяной лягушки. Используется центробежная ро- 
торная центрифуга СМ-ЗМ. Скорость центрифугиро-_ 
вания 1000 и 1500 об/мин., что соответствует уг- 
ловой скорости и" равной 104 и 15? 1/сек. Рае. 


стояние от оси вращения до дна центрифужной про — 
бирки - 16.7 см. Примем диаметр ооцита и яйцеклет- — 


ки без студенистой оболочки - 2 мм, диаметр яйце- — 
клетки со студенистой оболочкой - 10 мм. Центри- 
фугируется одновременно 10 яйцеклеток или ооци- 

тов, расположенных в центрифужной пробирке. таким 
образом, что у дна пробирки (1 ряд) находится од- 
на яйцеклетка или ооцит, в следующих трех слоях - 
по 2 яйцеклетки или 2 ооцита (2-4 ряды) и в верх- 


Рис. 46. 


Зависимость напряженности центро- 
бежного поля от радиуса вращения, 
По оси абсцисс - расстояние от оси 
вращения до исследуемой точки (ви), 
по оси ординат - г - напряженность 
центробежного поля (в м/сек”). 
Угол с = этсфЕКи На рис. 46а - 
зависимость в тв общем случае 
(к=1). На рис. 466 — зависимость 
Е т Тв конкретном разбираемом 
случае. А - при " = 157 1/сек, В - 
104 1/сек. 1-У - ряды распо- 
оцитов или яйцеклеток в цэ5- 
орабринйь пробирке, а - некоторая 138- 
ная точка объекта (см. текст), щи? 
над линиями показывают располовение 
яйцеклеток в пробирке, цифры под л”- 
ниями показывают расположение ооци" 
тов в пробирке. 
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нем слое (5 ряд) 3 яйцеклетки или ооците, 

Иримем скорость центрифугирования постоянной. 
Тогда, из {формулы (1) очевидно: 

1, Величина Е меняется в пределах одной яйце- 
клетки и одного ооцита, При постоянном дизметре 
яйцеклеток и ооцитов значения Е в их пределах 
увеличиваются с увеличением расстояния яйцекле- 
ток и ооцитов от оси вращения на величину Д Е = 
” в, где в - расстояние от оси вращения до 
какой-либо точки яйцеклетки или ооцита. например, 
при увеличении И на 2 см при "= 157 1 сек.» 

Е увеличивается на д Е = 493.0 м/сек”, что со0т- 
ветствует 50.3 в. 

2. Интервал значений Е поля, приходящих” на од- 
ну яйцеклетку или один ооцит, равный дЕ = 12а, 
где а - дизметр яйцеклетки или ооцита, увеличи- 
вается с увеличением диаметра а и не зависит о? 
расстояния объекта до оси вращения. Например, ин- 
тервал значений в, приходящихся на одну яйцеклет- 
ку дизметром 2 мм, при скорости ры а ино 
1000 об/мин. равен лЕ = 21.6 м/сек”. При равной 
величине дизметров яйцеклетки и ооцита этот рав- 
мах одинаков, Очевидно, что с увеличением скоро- 
сти пентрифугирования размах значений в, приходя 
цихся на исследуемый объект, увеличивается пропор- 

пионально квадрату скорости. Например, при увели- 
чении \ с 104 1/сек до 157 “/сек размах значе» 
ний Е увеличивается © 21 ое до 49.3 м/сек“, 

ет 2.2 в Ио. Е. 

м НИ оболочек, отдаляя яйцеклет- 
ку от дна пентрифужной пробирки, уменьшает ее 
ния Е в пределах одной яйцеклетки на лв“ № р 
20 ‘ран’ № радиус оболочки. При г 

Е. 43.3 м/сек?, что соответствует 4+4 в. 


ее 157. 


4. При одновременном центрилугировании группы 
яйцеклеток или ооцитов на величину напряженности 
центробежного поля, приходящуюся на объекты, мо- 
гут влиять количество, размеры объектов и разме 
ры центрифужной пробирки. Если центрифугируемые 
объекты размещаются не в один ряд, а в несколько 
рядов, то у объектов, находящихся в более удален 
ном от оси вращения ряде, значения Е поля в с00т- 
ветствующей точке объекта будет больше на Д Е = 

> ‚ ГДе ››- расстояние от данной точки объ-. 
екта, находящегося в более удаленном ряду, до со- 
ответствующей точки объекта, менее удаленного от 
оси вращения. Например, значение Ё в точке (а) 
объекта, расположенного в 8 ряду, больше соответ 
ствующего значения Е 7 объекта, расположенного 

5 ряду при 1= 104 '/сек над Е = 216.3 сек, 
что соответствует 22,1 в.. Отсутствие оболочек 
будет уменьшать эти различия. Например, по срав-. 


Бению с предшествующим примером разница аналогич- 


ных значений в случае ооцитов меньше и равна 
43.2 м/сек”, что соответствует 4.4 5. 

Рыше говорилось об ускорении, получаемом яйце- 
клеткой или социтом, или, иначе, о центробежной 
силе, действующей на единицу массы. Чтобы опреде- 
лить величину силы, которая действует на всю яй- 
цеклетку, надо знать ее вес, который в свою оче- 
редь, зависит от среды, где находится объект - В 
воздухе, в воде, в солевом растворе. К сожалению, 
точинх даниых © весе яйцеклеток и ооцитов найти 
не удалось. Имеющиеся данные свидетельствуют © 
незначительнем превышении удельного веса жа 
клетки над удельным весом воды; тогда тоне .- 

‹ло бы рассматривать как эластичный шар 4 
о в ентами, удельный вес которых в 
различными компон я „ в В оу 
среднем близок удельй 
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основной силой, действ 
центриругировании 
столба воды, 

положение мох 


ующей на яйцеклетку, при 

‚ возможно, было бы давление 
расположенного над клеткой, Это пред- 
Но экспериментально проверить, Очень 
интересно было бы и выяснение возможной роли пери- 
вителлинового пространства и студенистых оболочек 
как факторов, уменьшающих вес яйцеклетки. Иожно 
предположить, что в нормальных условиях яйцеклет- 
ка благодаря наличию перивителлинового простраи- 
ства и оболочек находится в состояний близком К. 
невесомости, Немногочисленные эксперименты (Пар- 
фенов, 1964; бдегабтетов1, 1966) показали отсутс?- 
вие повреждающего влияния невесомости на развитие 
насекомых, иглокових и амфибий. — 


ЖЕ 


СЕМИН, 
„те: © тои 


А #7. ; Г. ’. \ 
; т ти‘ ^ -.—- д $. 
и м А ОУЛАТ 


По-видимому, именно расположение пигментных 3е- 
рен может быть достаточно тонким показателем дей» 
ствия центрифугирования на яйцеклетку в тех случа- 
ях, Когда ставится задача выявить различия, выз- 
ванные незвачительным изменением центробежной си- 
лы (см., например, Приложение 1). Это связано © 
тем, что в отличие от других структур клетки, пиг- 
ментные зерна четко видны на срезах независимо от 


метода окраски и имеют в норме закономерное равспо-. 


ложение. Это расположение зерен можно представить 
графически, что дает возможность сравнивать коли. 
чество зерен пигмента как в разных участках одно- 
го #е среза, таки в различных срезах. 

На рис. 47а схематически изображена иво == 
через которую проведены медианная плоскость А и. 


две горизонтальные плоскости - С, проходящая на — 


уровне экватора клетки, и Е, расположенная в ани- 
мальном полушарии. Серийные срезы яйцеклетки - это 
ее последовательные фронтальные сечения. На рис. 
476 схематически изображен срез яйцеклетки, пред- 
ставляющий собой одно из ее фронтальных сечений 

( 25 - линия пересечения среза шоскостью А, ва - 
линия пересечения среза плоскостью С, её - линия 
пересечения среза плоскостью Ё, в\ - биссектриса_ 
угла аве ). На срезах, проходящих через середину. 
яйцеклетки виден язычок пигмента, опускающийся ив 
района анимального полюса (а) вилубь клетки и ука- 


зывающий положение ядра. На участке ( №), радиаль- 


но симметрично расположенном на некотором расстоя- 
нии от (а), количество пигмента уменьшается. Ниже, 
к экватору, количество пигментиьх зерен снова ста- 


Рис. 47а, Схематическое изображение яйце. 
клетки. Через яйцеклетку прове- 
дены медианная паоскость А и 
горизонтальные плоскости Си Е, 


поете” Рф 
оочень 


рис, 476, Схематическое изображение рэ” 
тального среза яйцеклетки. , 
=» - линия перечечения ст 


#е- 
А ва - ЛИНИл в 
плоскостью А, плоскостью С, 


$? - линия пересечения > 
‚1 - биссект?” 
плоскостью Е, 8 
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Рис. 48. Пример распределения пигмента 
в одной из яйцеклеток. 
& - В ПЛОСКОСТИ А, 6 - в плос- 
кости В (рис. 47). Каждые три 
точки (по вертикали) получены 
при измерении одного из серий- 
ных срезов. Верхний ряд точек 
граница срезов яйцеклетки, 
крестики - граница срезов яй- 
цеклетки при усреднении вели- 
чины диаметра среза с помощью 
взвешенной скользящей средней, 
22 - область среза с очень 
большим количеством пигментных 
зерен - черное поле (больше 
_80 зерен на 1.6 мк”), [77 - 
область среза с большим кол > 
ое поле (около 30 зерен 
рф 8 79 Расстояние между 
точками по горизонта 
(толщина среза). 


вится бо 
фени т® (райои ®Г ). Ище ниже количество 
п Хх Зерен Уменьшается, сходя на нет в у8й- 


оне вегетативного 
зано р Зопределение пион и т р те 
серийные срезы р фе В одной из яйцеклеток, 
рым углом к фронт. рую проходили под некото> 
ЗЛЬНОЙ плоскости, в результате че- 
го анимальный язычок пигмента (указанный стрелкой) 
оказался как бы САвинутым к бли 4 
жнему краю яйцеклет- 
ки. Расстояние между отдельными точками по оси аб- 
сцисс - 10 мк ( - толщина среза), По разным случай- 
чым причинам отдельные измерения могут отклонятьея 
от общего характера распределения, что. мохез излин- 
не усложнять картину. Для сглакивания этих случай- 
ных отклонений можно провести выравнивание ряда 
данных измерений с помощью взвешенной скользящей 
средией (Урбах, 1964). На рис. 486 крестиками по- 
казаны значения диаметра яйцеклетки в плоскости А, 
полученные с помощью этого приема (усреднение про- 
водилось по 5 точкам). На рис, 48в крестиками ука- 
заны значения дизметра яйцеклетки в плоскости Е, 
полученные с помощью того же приема (усреднение _ 
проводилось по 10. чочкам). | 
Приведенный пример показывает лиць возмокносзь _ 
графического количественного представления харак- 
тера распределения пигмента в яйцеклетке. Примене- 
ние этого приемз для некоторой совокупности нор- 


мальных яйцеклеток, серийные срезы которых одинако = 
во ориентированн, может дать количественное опис8- а 
ние распределения пигмента. Тогда можно будет 096= 


наружить не только грубые, но и слабые отклонения _ г 


от нормального расположения пигмента, вызванные _ 


мето- 
действием центробежной силы. Применение этого й 
да может оказаться полезным и для описания нормаль 


И 


ного развития, как в случае кортикальных изменений — 


затрагивающих распределение — 
в Ураденветцот, 14948; Е&Рир, 1965), 


так и в ходе дробления ( №0101 аз, 1963). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
ЕЕ ее еелых 


1. Изменение мембранного потенциала 


ооцитов при созревании 


Во второй главе были представлены данные о величи- 
не мембранного потенциала ооцитов и яйцеклеток травяной 
лягушки и серой жабы. Эти данные говорят о падении вели- 
чины мембранного потенциела при созревании ооцитов ис- 
следованных видов амфибий. Сопоставление собственных 
данных с литературными приводит к выводу, что это явле- 
ние представляет собой одну из характеристик процесса 
созревания осцитов в классе амфибий. 

На рис. 49 суммированы литературные и собственные 
данные о величине мембранного потенциала ооцитов и яй- 
цеклеток, измеренного в растворах Рингера. Первая ли- 
ния (1-1?) показывает характер падения мембранного по- 
тенциала ооцитов тритона. Среднее значение мембранного 
потенциала ооцитов обыкновенного тритона ( Тг46атаз ум] - 
6аР1в ) (точка 1) получено в нашей работе, среднее зна- 
чение мембранного потенциала яйцеклеток огненноб рюхого 
Тритона ( 1г16арРаз руггВовавеег ) (точка 1’) взято и ра- 
боты Ито и Хори ( 140, Ног, 1966). Вторая линия показы- 
вает характер падения мембранного потенциала ооцитов 
Ухе упоминавшейся рыбки Отузав 1л41рев (отр, Сургало= 


Рис, 49. Падение МП ООЦИТов но 
ВИДОВ НИЗШИХ ПОЗВОНОц 
созревании. | 
По оси ординат - МП (в мВ). 
а - М социтов, б = М яйце- 
клеток. 1 - м боЦитТов Тг- 
Чаги8 У01 64215, 11 яйце- 
клеток Титов РУгРВовазфег, 

* - М] ооцитов ОРу21ав 1241- 
рез, 2 - МП яйцеклеток огу- 
2183 1а61рез, 3 - 1 ооцитов 
Напа Тепрогаг4а, 31 - М! ЯЙ- 
Цеклеток Вапа Зепрогаг1 а, 
4 - МП ооцитов — Ваго уз16аг 8 
Того вие, 4-м яйце клеток 
Виго уц1еаР1 в Гогповиз, 5-м 
социтов ВиГо ого, 51 - М 
яйцеклеток ВчТо Бого. 

- среднее значение М и 
его доверительный интервал. 
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созревании. Средние зиачения мембран- 
ного потенциала ООЦитов и яйцеклеток взяты из рабо? Ито 
и Маено ( то, Маепо, 1960) 


доп$3 Гогтез ) при 


и Маено и др. ( маопо а. Обь, 
1956). Третья линия покавывает характер падения мембраи- 
ного потенциале ооцитов травяной лягушки ( язла Фетрора- 
а) при созревании. Эти данные были рассмотрены во П 
главе. Четвертая линия показывает характер падения мем- 
бранного потенциала ооцитов японской серой кабы ( ваго 
У11 6372$ Гогпозиз); Данные взять из работы Маено ( маопо, 
1959). Пятая линия показывает характер падения мембран- 
ного потенциала ооцитов серой жабы ( Виго ъаго ) при со- 
зревании - это данные, полученные в настоящей работе 

(см. главу П). Существенное различие в величинах мем- 
бранного потенциала ооцитов и яйцеклеток исследованных 
видов амфибий (и единственного исследованного в этом от- 
ношении вида рыб) говорит о распространенности явления 
падения мембранного потенциала при созревании ооцитов в 
классе амфибий, а, возможно, иу всех низших позвоноч- 
ных. Аналогичиье данные по величинам мембранного потен- 
циала у представителей других классов позвоночных отсут 
ствуют. Из беспозвоночных в этом отношении исследованы, 
в какой-то мере, лишь иглококие ( н1гатобо, 1959; Аз\тап, 
Тоетеп8&е1п, 1964); полученнье данные не говорят 

о выраженном падении мембранного потенциала ооцитов при 


созревании у представителей этого типа. 
Можно отметить, что величина мембранного потенциа- 


ла ооцита, уравновешенного © раствором Рингера, может 
' == 
быть получена из уравнения Гольдмана-Ходжкина-Хаксли 


Калло, 


ке. 


нк мч 
дн ль ыы 


че 163. 


Гл. * | 

(см. П, п.1), если предположить, что ионы натрия 
не принимчют суцественного участия в создании мембраи- 
вого потенциала, а проницаемости мембрани для ионов ка- 


лия и хлора одинаковы. Тогда, при подстановке в формулу 
= ВТ [К]: +Ё (#1. з р 


К ]ъ + [С61: 
величин ар концентраций ионов калия и хло- 


ра, полученных на ооцитах папа рёраепв  Морриллом (ем. = 
табл. 3 в гл. П), величина мембранного потенциала ооци- 
тв оказывается близкой к величине мембранного потенциа- = 
ла, найденной в опыте (-40,6 мв и -37,6 мв соответствен- С 
но). Величина мембранного вотенциала яйцеклетки может : 
быть получена из того * уравнения, если предположить, 
что мембранный потенциал яйцеклетки определяется преиму- 
щественно концевтряциями хлора по обе стороны ее ольт 
В этом случае получи величина 
Е = и С 


близка в ра аа в опыте (-11.0 мв и-12.9 


мв соответственно). 

Если процесс созревания ооцитов является гормоно- 
упревляемым, То, по-видимому, И Такая его характеристика, 
как падение мембранного потенциела ооцита такке являет- 
ся горионоуправляемой, В литературе есть даниие 9 элихе. 
нии различных ГОРМОНОВ на проницаемость и мембранный по- 
тевциал клеток тех органов, которые реагируют на дейст- 
вие гормонов ( ког узта, 1961; Вигив4оск, Но1мам, Ргоз- 

вог, 1963; 8469, 1964). ТВК, под действием эстрогенов мем- 
бранньй потенциал гладких мышечных волокон матки крыс 
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сроки беременности 
уменьшает величину мембранного потенциала этих волокон. 


увеличивается, а окситоцин в поздние 


случее ооцитов падение мембранного потенциала происхо- 


диф, По-видимому, под влиянием гипофизарных гонздотропи- 


нов, вызывающих значительные структурные и биохимические 
перестройки в ооците (сы. главу 1). Возможно, что, в свою 
очередь, изменения ионного состава клетки и связаниыье с 


ними изменения ее злектрических параметров могут оказать 


влияние на ход синтеза белков и нуклеиновнх кислот ооци- 
та (сы. п. 4 этой главы). 


2. Изменение сократичельной способности 


кортикального слоя оо иТОВ 1 


Приведенные в Ш главе примеры измерения расстояний 
между краями надреза у ооцитов и яйцеклеток наглядно по- 
казывают изменения В сократительной способности корти- 
кального слоя ооцитов при созревании, которые были под- 
робно исследованы в лаборатории Т.А,Дезлаф. Изменение 
этой способности происходит одновременно с изменением 
мембранного потенциала ооцитов, и является так же, как, — 
Во-видимому, и изменение мембранного потенциала гормоны Ч 
управляемым процессом. Данных, которые позволили бы ог- р 
Раничиться не только простым сопосзавланием этих измене- о 
НИЙ, во и проанзливировать связь между ними, нет, Можно 
Лишь отметить, что изменения мембранного потенциала и 
Появление способности к сокращению, - это процессы, за- 


„ 1695. 
В первом случае можно 
предположить изменение активности (или, возможно, ско- 
рости синтеза) к-ка -зависимой АТ 
деятельности ионных н 


висящие от зктивности АТФ-аз, 


Фазы, участвующей в 
зсосов клетки; Во втором случае 
наблюдаемые изменения могут быть связаны с активностью 
(или, возможно, процессами синтеза) АТФ-азы, активиру- 
емой ионами Са**, и представляющей собой сократимую 
структуру кортикального слоя. Существование сократитель= 
ного белка, обладающего АТФ-азной активностью, в корти-- 
ЕВальном слое яйцеклетки вполне вероятно на основании 
упоминавшихся в Ш гларе работ Детлаф, зотина, Поглавова, 
З также данньх Никольской (1966) о наличии миозиноподоб- 
ного белка в яйцеклетках морского ежа, Присутствие в 
кортикальном слое А1Ф-азы, активируемой ионами калия и | 
натрия и ингибируемой оубаином, подтверждается исследо- 
вавиями Дика и Ли (см, гл. П, п.1), Предположения о кон- 
кретном характере взаимодействия этих двух ферментвых 
систем в кортикальном слое ооцита и яйцеклетки вряд ли. 
Целесообразны, так как во многих работах (см., например, 
Никольский, 1965; ИзЪйп, Кабт, 1967) указывается на слох- 


ную и довольно неясную связь деятельности этих систем. 
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3. Чембранный потен иал различных зон ооцитов 
и а еклеток. Сох внение уровня мембранного 


потенциала ооцитов ия еклеток после 


центри у гирования ив первые часы 
РЕЗВИТИЯ (до дробления) 


Приведенные во | главе данные об отсутствии разы 
личий в величине мембранного потенциала ооцитов и яйце- 
клеток при отведении с авимального и вегетативного по- 
лушарий подтверждают, как уже было еказано раньше, дан- 
ные ряда авторов, полученные как на яйцеклетках, так и 
ва других объектах. оквипотенциальность клеточной мем- 
браны яйцеклеток подтверядается излокенными в той же 
главе результатами сравнения величины мембранного по- 
тенциала яйцеклетки в районе серого серпа и на ее про- 
тивоположной стороне, Эти данные, по-видимому, нельзя 
рассматривать вместе с тем как доказательство отсутст- 
вия региональных различий в проницаемости мембраны 
ооцитов и яйцеклеток потому, что эти различия могут 
быть ниже чувствительности метода, использованного в 
этой работе (различия, не превышающие 1 мв, не могли 
быть учтены). 

Отмеченное в той же главе постоянство мембранного 
Цотенциала в течение первых 2.5 часов развития говорит 
® достаточной стабильности величины мембранного потен- 
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циала яйцеклеток, 0 стабильности мембранного потенциа- 


ла ООЦИТОВ И яйцеклеток Можно суд 


ить и по результатам 
измерения этой вол ИЧИНН 


после центрифугирования (гла- 
их в литературе не отмечено, 


ОЙ работе результатов вряд ли 
возможен. Можно отметить только, 


ва 17), Анапогичных Цанн 
и анализ полученных в эт 


Что после центрифуги- 
рования не происходит существенного изменения ив стро- 
ении плазматической мембраны, 


видимом ча электроногра- 
фиях (см., например, Равен, 


1964). Тем не менее, на 

Зав взгляд чет оснований отрицать возможность измене- 
НИЙ в свойствах кортикального слоя, в свойствах плазма- 
тической мембраны клеток после центрифугирования. 0 та- 
ких изменениях косвенно могут свидетельствовать наблю- 
цения над развитием центрифугированных яйцеклеток, и, в 
частности, появление близнецовых уродств после центри- 
Тугирования недробящихея яйцеклеток, о чем рассказано 

В 15 главе. 


4. Возможное участие ионов в 
морфогенетических процессах 


Таким образом, под действием гонадотропньх гормо- 
Н0в кортикальный слой ооцита во время и после созрева- 
Ния проявляет способность к сокращению, а мембранный по- 
Зенциал ооцитов существенно уменьшается, причем конеч- 
ная величина мембранного потенциала оказывается весьма 
“табильной . истественно предположить, что эти изменения 
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небевразличны для деятельности клетки, хотя практически 
ничего не известно о том, каким образом изменения вели- 
чины мембранного потенциала могут сказаться, например, 
на синтетических процессах, происходящих в клетках, иа 
процессах дифференциации клеток. 

Однако некоторые направления электрофизиологичес- 
ких и экспериментально-эзмбриологических исследований 
(ваходящиеся вне темы описываемой работы) имеют, по-ви- 
димому больше шансов для взаимного сближения, что поэ- 
волиф, возмоЕно, выяенить связь между электрическими _ 
параметрами клеточной мембраны, ее ионными механизмами | 
и биохимическими процессами в клетке. Это прежде всего _ 
работы, выиолненные в лаборатории Левенитейна, и эмбрио- 
логические исследования Барт и Барта. Е 


В серии статей Левенитейна с сотрудниками выделяет-_ а 


ся обширная статья Левенштейна о проницаемости мембран 
в местах контакта клеток ( Тоечепабьйт, 1966) .Подытови- 


вая работы, выполненные на клетках эпителиальных тканей, — 


автор делает вывод, что плазмазические мембраны на гра- 
нице одной клетки с другой являются высокопроницаемьми 
структурами, их ионная проницаемость (определяемая с. 
помощью микрозлектрофизиологической методики) на 4 по- 
рядка больше, чем у мембран, отграни Чвающих клетки от 
ОКрукающей их среды. В результате совокупности клеток. 
9бравуют связанную систему, где ионы и вещества с моле- 
Кулярным весом, по крайней мере, до 69000 овободно еб | 
Мениваются между клеткеми, №@ выходя наружу. Зактором, 


м ТИХ 
ГВ АУ ыы 


у вих я мерин,» — о тие и 
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обеспечивающим как нормальное функционирование, ак И 
нормальную сложно организованную структуру ЭТИХ соеди- 
нений, служит кальций (см. также репп, 1оетоп8% 24 п, 19 66; 
802111 \Уалф, Тоемепе$е1п, 1968). По мнению Левенитейна, 
такая межклеточная связь обслуживает "функциональную 
регуляцию" внутри ткани с помощью прямой - от клетки К 
клетке - диффузии контролирующих веществ, Как пример, 
Левенштейн приводит исследования на раковых клетках, по- 
казавшие отсутствие связи мекду этими клетками. 

0 наличии ионной связи мезду клетками печени с006- 
щил Ненч ( Репп, 1966). Аналогичные данные были получены 
и на эмбриональном материзле. Эшмаи и др. ( АзВтал <. оф. , 1 
1964) на дробящихся яйцеклетках морской звезды А5%ег2 ав 
Гогоез1 показали, что сразу после образования первых 
двух бластомеров между ними существует электрическая 
(ионная) связь, в дальнейшем исчезающая. Поттер с сотр. 
( РоббеР а, о\1., 1966) обнарувили существование элек- 
трической связи между клетками зародыша кальмара. Йто 
и Хори ( 14%, Нога, 1966) исследовали электрическую 
связь между бластомерами (от двухклеточной стадии до 
стадии морулы) у зародыша тритона ТР {агов руггьобазцег 
и установили наличие этой связи в течение всего исследо- 
ванного периода. Шеридам ( бвег44ап, 1968 ) исследовал 
аналогичное явление у раннего куриного эмбриона (18-72 
часа инкубации), По его данным, существует связь между 
всеми клетками эачатка одной ткани на расстоянии до 
200 мк. В области генееновского узелка связаны мехду 
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собой и клетки разных зачатков. Несмотря ий существую- 
щую пока фрагментарность, ценность таких исследований, 
по-видимому, очевидна. 

С другой стороны подходят к проблеме "ионы й кле- 
точный метаболизм" Барт и Барт, которые интенсивно ис- 
следуют роль иснов как индукторов нервной системы В ЭК- 
спериментах с эктодермой гаструлы амфибий. Они обизру- 
зили, что существенным условием для индукции нервных 
клеток является культивирование опытного материала В 
растворах, содержащих высокую концентрацию хлористого 
натрия, и индукция тем более выражена, чем больше кон- 
центрация мас1 и длительнее время культивирования В 
растворе с ионами натрия. Другие искусственные индукто- 
ры (например, 1101, сахароза) вызывают индукцию только 
после последующего бультивирования эксплантатов в рас- 
творах с НаС1 ( Вагё А, 1966; Вагёв, ВэгВ, 1968 ). 
Авторы полагают, что функция других искусственных иН- 
дукторов заключается в таком изменении свойств мембраны 
индуцируемых клеток, которое обеспечит вхождение ионов, 
являющихся непосредствениыми индукторами, в исследуе» 
вне клетки. Ионами-индукторами могут быть, по данным 
Барт и Барта, различные ионы ма’, с, сз 4 ме 00 ъ 
В процессе первичной индукции (в нормальном развитии) 
могут происходить изменения проницаемости плазматиче- 
ской мембрань индуцируемых клеток, приводящие к проник- 
новению в эти клетки ионов, присутствующих в среде, ок- 
Ружающей клетки, например, В бластоцеле, Кстати, Костел- 
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лоу ПорИНи < Козфе11о0м, Могг111, 1968 ) сообщают, что 
при формировании бластоцеля происходит уменьшение внут- 
риклеточной концентрации ионов натрия и накопление их 
з полости бластулы. Стеблфдорд ( З%а51еГога, 1967 ),› 
исследуя содержание кальция в ранних зародышах амфибий, 
указывает на его возможное участие в регуляции процес" 
сов гаструляции и индукции нервной системы. 

Неясно, каким образом ионы могут направлять диффе- 
ренцировку клеток в том или ином направлении. Легче это 
представить, рассматривая дифференцировку клетки, как 
ее химическую специализацию, так как данные о влияний 
ионов на биохимические процессы в литературе найти мох- 
но. В частности, Олфри с сотр. ( 23176 а офп., 1961) 

в работе о Ма -зависимых транспортных реакциях в кле- 
точном ядре и их роли в синтезе белков И нуклеиновых ки- 
слот указывают, что синтез белков и нуклеиновых кислот 
в ядре - это натрий-зависимый синтез. Зависимость этих 
процессов от натрия проявляется в деятельности специфи- 
ческих транспортных механизмов энзиматической природы, 
которые осуществляют перенос аминокислот и нуклеазидов 
через ядерную мембрану. Система белкового синтеза в ци- 
зоплазые является, В основном, калий-зависимой - вклю- 
чение аминокислот в циТоплазму и ИХ трацненере: в: чтозир 
ную клетку зависят от концентрации ионов калия. Кернан 
{ Когдав, 1769 Ъ глеве © роли клеточного калия в мета- 
учвстии калия в самых разнообразных 


болизме говорит 06 
метаболических реакциях и приводит факты об увеличении 


ель 
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синтеза РНК под действием калия и о его тормозящем вли- 
яний #з перенос аминокислот с вминозцил- 


Лубин полагаеж, что для 
многих агентов, 


подавляющих синтез белков и нуклеиновых 
кислот, 


общим является способность ракого воздействия 


на мембрану клеток, которое вызывает потерю внутрикле- 


точного калия. Влияние концентрации калия на включение 


валина в яйцеклетки морского еха отметили Тимурйн и 
Денни ( Т1шочг1 ан, беппу, 1964). Костеллоу и Моррилл 
( Козёе110*, МогР111, 1968) сообщили, что включение зрип- 
тофана в ядра клеток бластулы папа рар1епз зависит от 
концентрации ионов натрия в окружающей ядра среде. 0 
совпадении биохимических изменений, происходящих в ядрах 
клеток слюнной железы личинки СЬ4гопотиз Ната под 
влиянием ростового гормона экдизона, с изменением прони- 
Чвемости ядерной мембраны этих клеток к ионам под дей- 
<твием того же гормона - сообщили Ито и Левенштейн ( тво, 
оенеп 8 1 п, 1965 ). 

Количество работ на эту тему возрастает, поэтому 
Можно предположить, что вскоре появится возможность со- 
СТавить в какой-то мере цельное представление о взаимо- 
ЗВяЯзи биохимических процессов, происходящих в клетках 
(В том числе и эмбриональных), © механизмами, регулиру- 


Е 
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мембраны этих кле- 


что тогде приведенине в 
эзой работе электрофивиологические данные об ооцитах 


и яйцеклетках амфибий войдут в систему эмбриологическо- 


го знания, описывающего как процессы нормального разви 
тия, так и нарушения развития, 


юцими проницаемость плазматической 
гок к иочам., Мокао надеяться, 


вызваннье внешними воз 
действиями (и в частности, центрифугированием) 
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кортикального слоя, 


1. При созревании ОоЦитов травяной Лягушки ( Бава 


Зетрогаг а Ь. ) происходит изменение мембран. 
ного потенциала в среднем от -38 МБ до -13 мв. мембран- 
ный потенциал ооцитов серой жабы ( Виго 5иГо Г.) также 
изменяется при созревании (в среднем от -56 мв до -13 
МВ). Сопоставление полученных данных с литературными. 
говорит о распространенности явления падения мембранно- 
го потенциала ооцитов при созревании в классе амфибий. 


2. В результате созревания ооцитов травяной дя- 
гушки меняется реакция кортикального слоя в 
ответ на механическое повреждение, что выражается в из Я 
Менении поведения краев надреза и в появлении кортикаль- 73й 
#0 реакции после укола. 
а) Определены временные параметры кортикальной м- 
АКЦИИ, вызванной уколом иглы, у полостных яйцеклеток. 
6) Применение сетки ортографической проекции (ис- 
ЧолЬзуемой в картографии) для введения поправок на че | 
Ичность при расчете расстояний на поверхности яйцекле- 
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ток й СОЦИТОВ наглядно показывает изменения в сократи- 


тельной способности кортикального слоя при созревании 
оОЦИТОВ . 
3. Величина мембранного потенциала ооцитов и яй- 
цЦеклеток травяной лягушки не зависит от места 
отведения (анимальное или вегетативное полушарие, дор- 
сальная или вентральная сторона). 


4. Уменьшение внеклеточной концентрации ионов ка- 


ЬщиЯ 
лия приводит к уменьшению мембранного потенци- 
ала ооцитов и яйцеклеток травяной лягушки. 


5. Величина мембранного потенциала оопитов и яй- 
цеклеток травяной лягушки сохраняется на одном 
уровне после центрифугирования. 


6. Величина мембренного потенциала развивающихся 
яйцеклеток травяной лягушки в первые часы раз- 
вития (до начала дробления) также сохраняется на прежнем 
уровне. 


\ 


7. Центрифугирование оплодотворенных яйцеклеток 
травяной лягушки В первые часы развития (до 
дробления) может приводить к остановке развития зароды- 
шей и появлению различных аномалий развития (в частно- 
сти, к образованию близнецов). Понижение резистентно- 
сти к центри гировению наблюдается на 30-75 минуте раз- 
вития (при комнатной температуре)» 
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вичу ТОКИНУ за постоянную 
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